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2Zusammenfassung
In der vorliegenden Arbeit konnte mit der PC12 Zellinie und dem MTT Viabilitätsassay
Glypikan, ein Glykosylphosphatidylinositol-verankertes Heparan Sulfat, als Rezeptor
identifiziert werden, der die toxischen Effekte von b-Amyloid vermittelt. Kompetitive
Substanzen im Medium, enzymatische Behandlung der Zelloberfläche und Block spezifischer
zellulärer Synthesewege wurden eingesetzt.
b-Amyloid wird eine zentrale Rolle in der Pathogenese der Alzheimer’schen Krankheit
zugeschrieben. Eine Intervention auf Ebene der -Amyloid-Rezeptor Interaktion könnte einen
Therapieansatz für die Alzheimer’sche Krankheit darstellen. Weitere Experimente sind
notwendig, um die Rolle von Glypikan bei der Vermittlung der b-Amyloid Toxizität im
Alzheimer-Gehirn zu untersuchen, z.B. in der Primärkultur von Neuronen und Mikroglia oder
im lebenden Hirnschnitt.
Eine ähnliche anatomische Verteilung der Glypikanexpression im Rattenhirn und der
neurofibrillären Bündel im Alzheimergehirn wurde gefunden. Eine mögliche Rolle für Glypikan
bei der Entstehung der neurofibrillären Bündel muß im Autopsiegehirn von Alzheimerpatienten
überprüft werden.
Schlagworte: Alzheimer, Glypikan, PC12, Amyloid.
3Abstract
b-amyloid is thought to play a major role in the pathogenesis of Alzheimer’s disease. In PC12
cell culture, competitive substances in cell culture medium, enzymatic cell surface treatment
und block of specific cell synthesis pathways were used to identify glypican, a GPI- anchored
heparan sulfate proteoglycan, as a receptor that mediates the toxic effects of b-amyloid.
Keywords: Alzheimer, Glypican, PC12, b-amyloid.
4Man soll jedoch nicht nur den Körper stärken,
sondern noch viel mehr die Denkkraft, den Geist.
Denn auch die Geisteskräfte schwinden im hohen
Alter, falls man nicht, wie bei einer Lampe, Öl
nachträufelt. Körperlich wird man durch laufende
Überanstrengung schwerfällig, der Geist aber
wird nur dadurch frisch erhalten, daß man ihn
betätigt.
Cicero, Cato der Ältere über das Alter
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Alois Alzheimer grenzte 1898 die senile Demenz von den gefäßbedingten Demenzformen
ab und beschrieb 1906 erstmals einen Fall von präseniler Demenz bei einer 51-jährigen Frau.
Der Begriff der Alzheimer’schen Krankheit wurde von Kraepelin 1910 geprägt. Im Jahre 1911
faßte auch Alzheimer präsenile und senile Demenz aufgrund fehlender klinischer oder
morphologischer Unterschiede als ein Krankheitsbild zusammen, das seitdem als
Alzheimer’sche Krankheit (AK) bezeichnet wird (Alzheimer, 1898; Alzheimer, 1906).
Die AK ist die häufigste degenerative Erkrankung des zentralen Nervensystems (ZNS), die
häufigste Ursache von Demenz und nach Herzinfarkt, Krebs und Schlaganfall ist die AK die
vierthäufigste Todesursache in Ländern mit hoher Lebenserwartung. Die Zahl der Patienten in
Deutschland beträgt momentan zirka 800.000, wobei in den nächsten 40 Jahren aufgrund der
demographischen Entwicklung eine Steigerung um über 50% erwartet wird. Die Erkrankung
ist momentan nicht heilbar und endet nach mehreren Jahren geistigen und später auch
körperlichen Zerfalls tödlich, meist im Rahmen einer Pneumonie als Folge der
Pflegebedürftigkeit.
In der überwiegenden Mehrzahl der Fälle ist die AK eine komplexe multifaktorielle
Erkrankung, bei der mehrere Gene und Umweltfaktoren eine Rolle spielen. Wichtigster
Risikofaktor ist das Alter, mit einer Prävalenz-Verdopplungszeit von zirka 5 Jahren: Von den
65-jährigen sind 1% erkrankt, von den 70-jährigen 2%, usw. (Jorm et al., 1987). Umstritten
ist, ob bei ausreichend langer Lebenszeit jeder betroffen ist (Wernicke und Reischies, 1994).
Weitere wichtige Risikofaktoren sind positive Familienanamnese für die AK, Trisomie 21,
Schädel-Hirn-Trauma, Apolipoprotein e4 (APO e4), koronare Herzerkrankung sowie geringe
Schulbildung (van Duijn et al., 1991; Mortimer et al., 1991; Strittmatter e  al., 1993; Zhang et
al., 1990; Aronson et al., 1990). Wichtige protektive Faktoren sind Langzeitbehandlung mit
Östrogenen oder nichtinflammatorischen Antiphlogistika (Henderson et al., 1994; Breitner t
al., 1994).
5-10% aller AK-Fälle werden durch eine autosomal-dominante Mutation eines einzelnen
Gens verursacht. Drei Gene, die wahrscheinlich die Mehrzahl dieser nach Mendel’schen Regeln
vererbten familiären Alzheimer-Erkrankung ausmachen, sind bekannt. b-Amyloid
Vorläuferprotein (AVP) auf Chromosom 21 (Goate et al., 1991), Präsenilin 1 auf Chromosom
914 (Sherrington et al., 1995) und Präsenilin 2 auf Chromosom 1 (Levy-Lahad et al., 1995).
Mit einer Ausnahme (S290C auf Präsenilin 1) wird immer eine Aminosäure durch eine andere
ersetzt. In keinem Fall ist ein vorzeitiges Stopkodon oder eine Verschiebung des
Ableserahmens entstanden. Dies könnte bedeuten, daß es sich eher um den Zugewinn
pathologischer Eigenschaften als um den Verlust der normalen Funktion handelt (Hardy,
1997). Mutationen jedes dieser drei Gene bewirken eine erhöhte Produktion von b-Peptid,
einem AVP-Fragment und Hauptbestandteil der b-Amyloid Plaques. Dies wurde in der
Zellkultur, transgenen Tieren und Patientenserum bestimmt (Citron et al., 1992; Scheuner et
al., 1996; Duff et al., 1996; Borchelt et al., 1996). Ein viertes Gen, das für die sporadische
Form der AK eine Rolle spielt, kodiert auf Chromosom 19 für Apolipoprotein E (APO E).
APO E liegt in 3 Isoformen vor, von denen e3 mit mehr als 75% das häufigste Allel ist. Die
Allele e2 und e4 unterscheiden sich von e3 i  einer Aminosäure an Position 112 bzw. 158.
Während e2 vor der AK schützt, ist e4 ein dosisabhängiger Risikofaktor (Corder et al., 1993
und 1994). Doch e4 ist weder notwendig noch hinreichend für die Entstehung der AK, sondern
erhöht lediglich das Risiko um 20-40% (Mayeux, 1996). Auch dafür könnte der
Zusammenhang mit bP die Ursache sein, denn 4-Träger haben mehr senile Plaques als
Patienten ohne e4 (Schmechel et al., 1993; Rebeck et al., 1993), und e4 führt in vitro eher zur
Aggregation von bP zu b-Amyloid als e3 oder e2 (Ma et al., 1994; Wisniewski et al., 1994).
Der gemeinsame Nenner, auf den der Effekt der Mutationen oder des Polymorphismus aller
vier Gene, die mit der Entstehung der AK assoziiert sind, gebracht werden kann, ist, daß alle
die Wahrscheinlichkeit der Entstehung von b-Amyloid erhöhen (Hardy, 1997; Selkoe, 1996).
Die klinische Diagnose einer wahrscheinlichen AK stützt sich auf: 1. Vorliegen einer
Demenz; 2. Defizite in zwei oder mehr kognitiven Bereichen; 3. zunehmende Verschlechterung
des Gedächtnisses und anderer kognitiver Funktionen; 4. klares Bewußtsein; 5. Beginn
zwischen 40 und 90 Jahren; 6. Ausschluß anderer Erkrankungen, die einen zunehmenden
kognitiven Verfall bewirken könnten. Die wichtigsten kognitiven Fähigkeiten hierbei sind:
räumliche und zeitliche Orientierung; Sprache; Rechenfertigkeit; Fähigkeit, praktische Dinge
und soziale Aufgaben zu verrichten; visuelle Wahrnehmung und Aufmerksamkeit.
Neurologische Symptome wie Myoklonien, Bradykinese und Rigidität, primitive Reflexe (z.B.
Palmomentalreflex), Pyramidenbahnzeichen und Inkontinenz treten ebenso wie psychiatrische
Störungen (Psychosen, Wahn, Depression, Angstzustände und Schlafstörungen) erst im
späteren Verlauf der Erkrankung auf. Die Dauer der Erkrankung und die Reihenfolge der
Symtome variiert interindividuell. Man geht davon aus, daß der symptomatischen Phase eine
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asymptomatische von mehreren Jahrzehnten vorausgeht, in der der Grundstein für die
Erkrankung gelegt wird. Die klinische Phase dauert meist zwischen 5 und 12 Jahren bis zum
Tod (McKhann et al., 1984).
Die Degeneration im Rahmen der AK ist durch den Verlust von Synapsen und neuronalen
Zellen in verschiedenen Hirnarealen gekennzeichnet. Betroffen sind vorallem die großen
Projektionsneuronen im limbischen Kortex (Hippocampus, Area entorhinalis), limbischen
Kerngebieten (Amygdala, Septum, Teile des Thalamus), cholinergen, noradrenergen und
serotoninergen Kernen im Vorderhirn und Hirnstamm (Nucleus basalis Meynert, Locus
coeruleus, Raphekerne), sowie frontalen, parietalen und temporalen Neokortex (Katzman
1986; Mann 1991). Der Grad der Demenz korreliert mit dem Verlust von Synapsen im
frontalen Kortex (DeKosky und Scheff, 1990; Terry et al., 1991).
Neben der neuronalen Degeneration sind extra- und intraneuronale Ablagerungen von
fibrillärem Material für die pathologische Diagnose der AK definierend. Die intrazellulären
Ablagerungen, sogenannte neurofibrilläre Bündel (NFB) (Alzheimer, 1906), sind hauptsächlich
aus 20nm starken gepaarten helikalen Filamenten (GHF) aufgebaut, die in erster Linie aus dem
Mikrotubulus-assoziierten Protein Tau bestehen (Goedert et al., 1988; Wischik et al., 1988).
Tau wird durch ein Zusammenspiel von Kinasen und Phosphatasen phosphoryliert bzw.
dephosphoryliert. In den NFB liegt Tau in hyperphosphorylierter Form vor, und kann die
Mikrotubuli nicht mehr binden und damit stabilisieren. Obwohl bislang geglaubt wurde, daß die
Hyperphosphorylierung von Tau für die Bildung von GHF entscheidend ist, wurde kürzlich
gezeigt, daß Heparan Sulfat die Bildung von GHF aus Tau induziert, und Tau dadurch seine
Fähigkeit, Mikrotubuli zu binden, verliert, ohne daß Tau hyperphosphoryliert ist (Goedert et
al., 1996). Tatsächlich ist Heparan Sulfat Bestandteil der NFB im AK-Gehirn und könnte für
deren Entstehung verantwortlich sein. Da ein Großteil der Zellen, die im AK-Gehirn absterben,
Neurone mit NFB sind, könnte dies entscheidende Bedeutung für die Pathogenese der AK
haben. NFB bei der AK scheinen sich nur in einer spezifischen Zellpopulation und in einer
vorgegebenen Reihenfolge zu bilden. Die ersten NFB werden in der prä-a Schicht des
transentorhinalen Kortex gefunden (Braak und Braak, 1991). Spezifisch für die AK ist die
Ablagerung von hyperphosphoryliertem Tau allerdings nicht, sie wird auch bei zahlreichen
anderen ZNS-Erkrankungen gefunden, z.B. Morbus Pick, kortikobasale Degeneration oder
progressive Bulbärparalyse (Sumi et al., 1992; Spillantini et al., 1997).
Die zweite, ebenso definierende aber extrazelluläre Ablagerung im AK-Gehirn sind die
senilen Plaques (Redlich, 1898). Senile Plaques sind nahezu ausschließlich im Gehirn lokalisiert
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und werden bei vielen, aber nicht allen gesunden älteren Menschen gefunden (Davies et al.,
1988). Eine mögliche Interpretation ist, daß sie ähnlich atherosklerotischen Plaques eine
notwendige aber nicht hinreichende Bedingung für die Entstehung pathologischer Prozesse
sind. Man unterscheidet verschiedene Reifegrade, je nach Morphologie, Bindungseigenschaften
bezüglich des Farbstoffes Kongo Rot und der Assoziation zellulärer Elemente wie Neuriten
oder Mikroglia. Allen Stufen jedoch gemeinsam ist jedoch der Hauptbestandteil, b-Peptid (bP)
(Glenner und Wong, 1984). Es handelt sich um ein 40-43 Aminosäuren langes Fragment des
sogenannten b-Amyloid Vorläuferproteins (AVP) (Kang et al., 1987). bP wird
physiologischerweise aus AVP freigesetzt und somit im Liquor und anderen
Körperflüssigkeiten gefunden (Haass et l., 1992a; Seubert t al., 1992; Shoji et al., 1992).
Bislang konnte nicht bewiesen werden, daß die senilen Plaques eine kausale Rolle für die
Pathogenese der AK spielen, zumal weder die klinische Symptomatik noch die
Neurodegeneration mit ihrem Auftreten korreliert. Auch unterliegt ihre Ablagerung, im
Gegensatz zu der der NFB, starken interindividuellen Unterschieden. Eine Rolle des AVP und
dessen Fragment bP scheint jedoch aufgrund von genetischen, Zellkultur- und Tiermodell-
Daten unzweifelhaft (siehe 1.1.1.).
Eine weitere AK-typische Veränderung ist die b-Amyloid Angiopathie. Auch dabei wird b
P abgelagert. Betroffen ist die äußere Basalmembran kleiner und größerer leptomeningealer
Arterien, perforierender kortikaler Arterien und Kapillaren. Venen sind selten betroffen
(Yamaguchi et al., 1992). Der Zusammenhang zwischen parenchymalen und vaskulären b-
Amyloid Ablagerungen konnte bislang nicht geklärt werden, sowohl von Hirnzellen als auch
von anderen Körperzellen wie z.B. Thrombozyten wird bP freigesetzt. Eine vorherrschende
Rolle für den Krankheitsverlauf spielt die b-Amyloid Angiopathie bei der seltenen heriditären
zerebralen Amyloid Angiopathie mit Hämorrhagien vom holländischen Typ. Eine autosomal
dominante AVP- Mutation (E693Q) ist Ursache dieser Erkrankung (van Broeckhoven et al.,
1990; Levy et al., 1990).
Bereits von Alzheimer und dessen Schülern wurde die Aktivierung von Mikroglia im AK-
Gehirn beschrieben, was in den letzten Jahren bei der AK aber auch bei anderen Erkrankungen
des ZNS zunehmend hervorgehoben wurde (McGeer und McGeer, 1995). Mikrogliazellen sind
immunologisch kompetente Zellen des ZNS und sezernieren nach Aktivierung Zytokine,
proteolytische Enzyme, Komplementfaktoren, Sauerstoffradikale und andere Toxine (Giulian
et al., 1996). Diese Substanzen sind toxisch für Neuronen und stellen eine
Entzündungsreaktion dar. Tatsächlich werden sie im AK-Gehirn vermehrt produziert und die
12
Gabe entzündungshemmender Substanzen vom Typ der nichtsteroidalen Antiphlogistika
(Indomethazin) konnte die Symptomatik bei AK-Patienten verbessern. Für die Tatsache, daß
die Mehrzahl der reifen Plaques aber kaum unreife Plaques, von aktivierter Mikroglia umgeben
sind, gibt es zwei Interpretationsmöglichkeiten. Entweder führt die Mikroglia selbst eine
Umwandlung herbei, oder nur reife Plaques können Mikroglia aktivieren.
1.1.1.b-Amyloid Vorläufer Protein und b-Peptid
Das b-Amyloid Vorläuferprotein (AVP) ist Mitglied einer Familie von in der Evolution
konservierten integralen Membranproteinen, das durch die Sequenzierung des b-Peptids   (bP)
in den Amyloidablagerungen des AK-Gehirns identifiziert und danach benannt wurde (Glenner
und Wong, 1984; Kang et al., 1987). Auf Chromosom 21 kodieren 19 alternativ
zusammengesetzte Exone für ein bis zu 770 Aminosäuren langes und 140 kDa großes, N-/ O-
glykosyliertes, phosphorylierbares und tyrosinsulfatierbares Protein. Es wird ubiquitär und in
verschiedenen Isoformen exprimiert, besitzt ein langes extrazelluläres/intravesikuläres N-
terminales sowie ein kurzes zytoplasmatisches C-terminales Ende und durchspannt die
Membran einmal (siehe Abb. 1). Alle Isoformen enthalten die volle bP Sequenz, während diese
Region bei den verwandten Familienmitgliedern fehlt.
Die Expression von AVP wird unter anderem durch eine AP-1 Bindungsstelle im
Promotorbereich reguliert (Salbaum et al., 1988). Dementsprechend wird eine AVP-
Überexpression in Folge verschiedener Stimuli wie z.B. Ischämie, Trauma oder Inflammation
in vitro und im Tiermodell erreicht. Im Gehirn von Alzheimerpatienten gibt es allerdings keine
eindeutigen Hinweise für eine Überexpression von AVP.
Bei der alternativen Zusammensetzung der AVP-Exone zu den verschiedenen AVP-
Isoformen heben sich Neuronen in zweierlei Hinsicht von anderen Zellen ab. Die
vorherrschende Isoform ist die 695 Aminosäuren lange (AVP695), der Exon 7 und 8 fehlen.
Das Exon 7 trägt eine Kunitz-Proteasen-Inhibitor (KPI) Domäne, Exon 8 eine Domäne mit
MRC OX2 Antigen-Homologie. Außerdem kommen AVP-Isoformen, die eine
Chondroitinsulfat-Seitenkette tragen, in Neuronen nicht vor, da diesen als Vorraussetzung für
eine Chondroitinsulfat-Anheftung Exon 15 fehlen müßte, was in Neuronen nicht der Fall ist
(Sandbrink et al., 1994).
Mehrere AVP-Funktionen wurden vorgeschlagen, wie z.B. Beteiligung an Zell-Zell und
Zell-Matrix Kontakten oder Neuroprotektion. Die sezernierte Ektodomäne von AVP ist
identisch mit Protease Nexin II, einem Inhibitor des Koagulationsfaktors XIa (Van Nostrand et
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al., 1989). Bestimmte Sequenzen von AVP lassen auf potentielle Funktionen schließen, wie z.
B. eine Serinproteaseninhibitordomäne (KPI-Domäne) oder eine Integrin-Bindungssequenz
(Ghiso et al., 1992). In vitro bindet AVP Kollagen, Laminin und Heparan Sulfat sowie Kupfer
und Zink (Narindrasorasak et l., 1991 und 1992, Multhaup et al., 1996, Bush et al., 1993).
Der Verlust des AVP-Gens bei Mäusen führt zu fruchtbaren aber untergewichtigen Tieren mit
verminderter motorischer Aktivität und zerebraler Gliose (Zheng et al., 1995). Ob der Verlust
von bestimmten Funktionen von AVP mit der AK in Zusammenhang stehen ist fraglich, da die




































Abb. 1: Schema von AVP mit möglichen Bindungsstellen. Gezeigt ist die
Maximalvariante mit 19 Exonen und 770 Aminosäuren. Das Anheften der Chondroitin Sulfat
Seitenkette kommt nur bei Fehlen von Exon 15 zustande.
Neusynthetisiertes AVP wird in Neuronen zum Großteil im Golgiapparat zurückgehalten,
aber zum Teil auch durch schnellen anterograden Transport zum statischen Teil der axonalen
Zellmembran verschickt (Storey et al., 1996). Dort ist es mit dem heterotrimeren GTP-
Bindungsprotein Go und dem Zytoskelett assoziiert (Refolo et al., 1991; Nishimoto et al.,
1993). AVP kann vermutlich durch Rezeptor-vermittelte Endozytose in Klathrin-beschichteten
Vesikeln komplett reinternalisiert werden (Haass et al., 1992). Danach wird AVP entweder in
lysosomale Vesikel oder retrograd ins Zellsoma und bis in die Dentriten transportiert. Ob AVP
wieder auf die präsynaptische Zelloberfläche gelangt, ist momentan noch unklar (Simons et al.,
1995; Yamazaki et al., 1995; Marquez-Sterling et al., 1997).
Die bP-Region von AVP ragt mit 28 Aminosäuren nach extrazellulär/intraveskulär aus der
Membran und steckt mit 12-15 Aminosäuren in der Membran. AVP kann an verschiedenen
Stellen proteolytisch gespalten werden, die Stellen der Spaltung werden mit a, b, g undd
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bezeichnet (siehe Abb. 2). Der a-Schnitt findet auf der Zelloberfläche statt, liegt innerhalb der 
bP-Sequenz von AVP, und hat die Sezernierung des extrazellulären Teils von AVP sowie die
Destruktion der bP-Region zur Folge. Der b-Schnitt am N-terminalen Ende und der g-Schnitt
am C-terminalen Ende der bP-Sequenz von AVP bewirken im Zusammenspiel das
Heraustrennen von bP aus AVP. bP wird entweder von der Zelle sezerniert wird oder verbleibt
in der Zelle (Anderson et al., 1991; Seubert t al., 1993; Haass et al., 1992b). Voraussetzung
für die Sezernierung von bP durch Neuronen ist die Endozytose von AVP in
Zellkompartimente mit saurem pH (Tienari et al., 1997). Zuerst findet der b-Schnitt und
danach der g-Schnitt statt (Seubert et al., 1993). Als mögliche b/g-Sekretase kommt Cathepsin
D in Frage, die in verschiedenen Zellkompartimenten mit AVP kolokalisiert, und in vitro
sowohl den N- als auch auch den C-Terminus von bP produzieren kann (Ladror et al., 1994).
Eine Hemmung der bP-Produktion in vitro wird durch Aktivierung von Protein Kinase C oder
Hemmung der Protein Phosphatasen 1 und 2a erreicht (Buxbaum et al., 1993).
Im Liquor hat bP normalerweise eine Konzentration von zirka 600pM und ist an
Apolipoprotein J gebunden, welches bP in Lösung hält (Seubert et al., 1992; Ghiso et al.,
1993). Apolipoprotein J ermöglicht bP den Transport über die Blut-Hirn-Schranke, wobei
Glykoprotein 330 als Rezeptor dient (Zlokovic et al., 1996). Im Serum ist die Konzentration
von bP 1-40 zirka 200pM und von bP 1-42/43 30pM (Scheuner et al., 1996). Hier wurde eine
Bindung an Lipoproteine und Albumin gefunden (Koudinov et al., 1994; Biere et al., 1996).
Punktmutationen an vier verschiedenen Stellen von AVP führen autosomal dominant
jeweils zur AK. Diese Mutationen betreffen zwar nur wenige Familien und nicht das Gros der
Alzheimer-Patienten, lassen aber einerseits Einblicke in die Pathomechanismen der AK zu, und
schaffen andererseits die Möglichkeit eines Alzheimer-Tiermodells.
Mutationen der Aminosäuren 670/1, 692, 716 oder 717 von AVP verursachen die AK mit
vorzeitigem Beginn im sechsten Lebensjahrzehnt. Im Serum von präsymptomatischen Trägern
all dieser bekannten familiären AK-Mutationen von AVP, nicht aber bei Patienten mit
sporadischer AK, wird eine erhöhte Konzentration von bP 1-42/43 bzw. 1-40 gefunden. Das
könnte daran liegen, daß sich alle Mutationen um die bP Sequenz von AVP bzw. um die AVP-
Schnittstellen herum gruppieren und die Verarbeitung von AVP beeinflussen: Die
“Schwedische” Mutation am N-terminalen Ende, die Mutationen “London” und “Florida” am
C-terminalen Ende, und die “Flämische” in der Mitte der bP Region (Goate et al., 1991;
Hendriks et al., 1992; Mullan et al., 1992) (siehe Abb. 2). Die “Holländische” Mutation, die
auch in der Mitte der bP Sequenz liegt (Aminosäure 693) und zu b-Amyloid (bA)
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Ablagerungen führt nicht zur AK, sondern zu zerebralen Hämorrhagien (siehe oben). Auch bei
Patienten mit familiärer AK aufgrund einer Mutation von Präsenilin lassen sich erhöhte bP
Spiegel im Serum bestimmen. Der Zusammenhang mit AVP ist unbekannt, es werden jedoch
AVP-Präsenilin Komplexe im endoplasmatischen Retikulum von transfizierten Zellen
gefunden, was auf eine direkte Interaktion beider Proteine schließen läßt (Weidemann et al.,
1997). Es wird vermutet, daß die vermehrte Freisetzung von bP und die aufgrund der
Konzentrationsabhängigkeit damit verbundene erhöhte Wahrscheinlichkeit der bA-Bildung
ursächlich an der Entstehung der AK beteiligt sind.
Über Alzheimer-Tiermodelle in Form von AVP-transgenen Mäusen wurde mehrfach
berichtet (Quon et al., 1991; Kammesheidt t al., 1992; Games t al., 1995; LaFerla et al.,
1995; Hsiao et al., 1995). Sie exprimieren das komplette AVP als Wildtyp oder in mutierter
Form, oder nur den 100-Aminosäuren C-Terminus. Zum Teil zeigen die Modelle bP-
Ablagerungen, neuronalen bzw. synaptischen Verlust, Gliaaktivierung, neurologische Defizite
und verkürzte Lebenserwatung, d.h. alzheimertypische Veränderungen. Allerdings zeigt (noch)














Abb. 2: Schema der b-Peptid Region von AVP mit dominant vererbten Alzheimer
Mutationen und Enzymschnittstellen.
1.1.2.b-Amyloid Toxizität
Den Begriff “Amyloid” führte Virchow für stärkeähnliche Substanzen ein, die im Körper
ablagert werden (Virchow, 1853). Aufgrund der typischen Farbreaktion mit Jod war er davon
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überzeugt, daß es sich dabei um Kohlenhydrat handelt. Heute weiß man, daß der
Hauptbestandteil von Amyloid Protein ist, das aufgrund seiner Konformation Jod bindet und
eine Farbänderung hervorruft. Verschiedene Proteine können zu Amyloid aggregieren und
besitzen dann bestimmte histochemische und ultrastrukturelle Eigenschaften, die für alle
Amyloidformen gleich sind. Das jeweilige Protein liegt in b-Faltblatt Konformation vor, kann
Fibrillen bilden und bindet z.B. nur dann den Farbstoff Kongorot so, daß er unter polarisiertem
Licht durch Doppelbrechung grün erscheint.
bP ist das Protein, das bei der “Amyloidose” AK das sogenannte b-Amyloid (bA) bildet.
Es könnte sowohl Ursache oder pathogenetischer Faktor als auch Folge oder Epiphänomen der
Erkrankung sein. Verschiedene Hinweise sprechen für eine Beteiligung an der Pathogenese: (1)
AVP-Mutationen können zur AK führen (siehe oben). (2) Neuronale Zellen, Endothelzellen
und Mikroglia können durch bA getötet bzw. letztere auch aktiviert werden (Yankner et al.,
1989; Meda et al., 1995; Thomas et al., 1996; Korotzer et al., 1993). (3) Durch Präsenilin-
oder AVP-Mutationen, die zur familiären AK führen, wird vermehrt bP f eigesetzt (Scheuner
et al., 1996).  (4) Das Vorliegen des Risikofaktors APO e4 ist mit einer vermehrten bP-
Ablagerung im Gehirn von Alzheimer-Patienten und Patienten mit Hirntrauma assoziiert
(Rebeck et al., 1993; Nicoll et al., 1995). (5) AVP-transgene Tiermodelle weisen bP-
Ablagerungen, Verhaltensdefizite und neuronale Schäden auf (siehe oben).
Von einem im Gehirn abgelagerten Pathogen würde man erwarten, daß das umgebende
Gewebe proportional der Nähe zum Pathogen geschädigt ist. Dies jedoch scheint auf die bP-
Ablagerungen im Gehirn von Alzheimer-Patienten nicht zuzutreffen (Roses, 1994). Da schon
frei flottierende bA-Mono-, Di- oder Trimere in vitro zytotoxisch sein können, sind die
extrazellulären und statischen und sehr großen Plaques vielleicht nur Speicher, während
lösliches bA die primäre Rolle als Pathogen spielt.
Ob der Grad der Demenz mit dem Ausmaß der bP-Ablagerungen korreliert, wird
kontrovers diskutiert. Mehrere Studien fanden keine Korrelation zwischen Zahl der Plaques
und Grad der Demenz (Wilkock and Esiri, 1982; Arriagada et al., 1992). In einer Studie, in der
erstmals nicht die Zahl der Plaques sondern die von ihnen eingenommene Fläche quantifiziert
wurde, fand sich eine Korrelation zwischen der bP-immunopositiven Fläche im entorhinalen
Kortex und dem Grad der Demenz (Cummings und Cotman, 1995).
Der Umbau von bP in bA ist vermutlich Voraussetzung für die pathogene Wirkung. Dafür
gibt es mehrere Gründe: (1) Die bP Konzentration im Liquor von Patienten mit sporadischer
AK und von Kontrollpersonen ist gleich, während unlösliches bA in Gehirnen von Alzheimer-
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Patienten mindestens hundertfach mehr vorkommt als in Kontrollgehirnen (Ida et al., 1996;
Kuo et al., 1996). (2) bA aber nicht bP ist neurotoxisch in vitro (Pike et al., 1993). (3) bA-
haltige primitive, klassische oder neuritische Plaques sind von Neuriten und zu 80% von
aktivierter Mikroglia umgeben, während bP-haltige diffuse Plaques nur zu 2% von aktivierter
Mikroglia umgeben sind und keine Neuriten enthalten (Rozemuller et al., 1989; Giulian et al.,
1995). (4) In frühen Stadien der AK sind diffuse bP Ablagerungen aber noch keine dystrophen
Neuriten, klinische Symptomatik oder bA Ablagerungen vorhanden (Giaccone et al., 1989).
Mehrere Faktoren können diesen Umbau beeinflussen, der wahrscheinlich durch eine
Konformationsänderung von bP zustande kommt, die von der Sekundärstruktur des N-
Terminus (Aminosäuren 10-24) abhängt (Soto e  al., 1995). Ein vergleichbares Phänomen
wird bei den Prionerkrankungen gefunden, wo eine Konformationsänderung des Prion Proteins
möglicherweise ursächlich an der Entstehung der Erkrankungen beteiligt ist (Prusiner, 1996).
Aggregationsfördernd für bP sind erhöhte Konzentration, bereits existierende bA-Fibrill n,
verlängerter C-Terminus und verkürzter N-Terminus, bestimmte Mutationen, erniedrigter pH
(3.5-6.5), Radikale, die Kofaktoren ApoE, a1-Antichymotrypsin, Azetylcholinesterase, Sulfat,
oder die Metalle Zink, Aluminium und Eisen (Barrow und Zagorski, 1991; Wisniewski et al.,
1991; Dyrks et al., 1992; Fraser et al., 1992; Jarrett und Lansbury, 1993; Ma et al., 1994;
Bush et al., 1994; Inestrosa et al. 1996). Aggregationshemmend sind Apolipoprotein J,
Transthyretin, Serum Amyloid P Komponente, Antikörper gegen die Aminosäuren 1-28 von
bP, Hexadecyl-N-Methylpiperidiniumbromid und kleine anionische Sulfate (Ghiso et al., 1993;
Schwarzman et al., 1994; Tennent et al., 1995; Kisilevsky et al., 1995; Wood et al., 1996;
Solomon et al., 1996). Proteoglykane hemmen den Abbau von A in itro und in vivo (Gupta-
Bansal et al., 1995; Snow et al., 1994a).
Verschiedene Szenarien für die bA-Bildung aus bP sind denkbar: (1) Mikroglia
phagozytiert die diffusen bP-Ablagerungen, um sie abzubauen, und in den sauren
Verdauungskompartimenten entsteht unverdaubares bA, das von der Mikrogliazelle wieder
freigesetzt wird und dann Neuronen schädigt. (2) Kofaktoren wie z.B. Glykosaminoglykane, a
1-Antichymotrypsin, Azetylcholinesterase oder ApoE führen extrazellulär zur Umwandlung
von bP in bA, das erst dann mit den Zellen interagiert. (3) bA wird bereits in Neuronen
gebildet.
Der Mechanismus der bA Toxizität ist nicht bekannt. Sie hängt vom Zelltyp ab (Gschwind
und Huber, 1996; Pike et al., 1993) und sowohl apoptotischer als auch nekrotischer Tod
wurden beschrieben, was darauf schließen läßt, daß weitere Umstände und nicht bA p r se
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über die Todesform entscheiden (Loo et al., 1993; Behl et al., 1994a). Voraussetzung für die
Toxizität ist, daß zuvor lösliches bP in bA umgewandelt wurde, welches dann in der Lage ist,
Fibrillen zu bilden und dann mit der Zellmembran in Berührung kommt (Mattson und Rydel,
1992; Pike t al., 1993; Lorenzo und Yankner, 1994). Ob bA von der Zelle internalisiert
werden muß, um sie zu schädigen, ist nicht bekannt. Exzitotoxizität ist höchstens indirekt
beteiligt, da die bA Toxizität zwar zur Erhöhung des intrazellulären Kalziums und der
Sensitivität für Glutamatrezeptoragonisten führt, aber der NMDA Antagonist MK-801 die
Toxizität nicht blockt (Mattson et al., 1992; Pike et al., 1993). In verschiedenen Systemen
wurde eine Wirkung von bA auf Membranen gefunden, wobei die amphiphile Komponente von
bA ausschlaggebend sein könnte (Schubert et al., 1995). Die Folgen der Membranperturbation
durch bA sind Membranfusion, gesteigerte Ionendurchlässigkeit, erhöhte Fluidität und die
Produktion von freien Sauerstoffradikalen, die bereits nach Minuten in Form von
Lipidperoxidation der Zellmembran gemessen werden kann (Arispeet al., 1993; Simmons und
Schneider, 1993; Behl t al., 1994b; Pillot et al., 1996; Müller et al., 1995). GTPasen
reagieren sensibel auf freie Radikale (Villalobos-Molina et al., 1994) und dementsprechend
konnte gezeigt werden, daß durch bA Störungen der Signaltransduktion, die von
membranständigen GTPasen und ATPasen abhängt, auftreten (Mark et al., 1995; Kar et al.,
1996). Im Falle der Na+-K+-ATPase konnte gezeigt werden, daß die Verminderung ihrer
Aktivität durch bA ebenso wie ein erhöhter Kalziumeinstrom mit Radikalfängern verhindert
werden kann. Das Herunterregulieren der GTPase Cp20 kann durch Exposition von Zellen mit 
bA induziert werden und ist typisch für Zellen, die von Alzheimer-Patienten stammen (Kim et
al., 1995). Langzeitbehandlung mit niedrigen Dosen bA führt zur Induktion von antioxidativen
Enzymen (Sagara et al., 1996). Die Induktion von NF-kB, Bcl-2, Bax und c-Fos durch bA in
vitro wurde beschrieben, was einerseits zur Apoptose, andererseits zum Aufbau protektiver
Mechanismen führen könnte (Behl et al., 1994b; Gillardon et al., 1996; Paradis et al., 1996).
Im Gehirn von Alzheimer-Patienten werden verschiedene oxidativ veränderte Gruppen und
Moleküle wie Karbonyle, peroxidierte Lipide und Endprodukte fortgeschrittener Glykierung
(AGE) in der Umgebung von Plaques aber auch der NFB gefunden (Smith et al., 1997; Vitek
et al., 1994; Yan et al., 1995), was dafür spricht, daß sauerstoffradikalvermittelte Toxizität im
Gehirn von Alzheimer-Patienten wirklich stattfindet. Eine Funktion des AK-Risikofaktors
ApoE als Radikalfänger mit der Reihenfolge E2>E3>E4 konnte gezeigt worden (Miyataet al.,
1996). Ob die Radikalbildung jedoch wesentlich zur Pathogenese der AK beiträgt, ist unsicher,
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zumal sich in einer klinischen Studie das lipidlösliche Antioxidanz a-Tokopherol (Vitamin E;
2000IU/Tag) als nur wenig wirkungsvoll erwiesen hat (Sano et l., 1997).
Indirekte Neurotoxizität von bA könnte durch Stimulation von Mikroglia und daraus
folgender Toxinproduktion oder Inflammation (Araujo und Cotman, 1992; Giulian et al.,
1995) oder durch Aktivierung des Komplementsystems einen weiteren Beitrag zur
Pathogenese der AK leisten.
1.2. Biologie von Heparan Sulfat bei der AK
In Amyloid-Ablagerungen verschiedener Genese sind Heparan Sulfat und andere PG
beteiligt. In experimentellen Ansätzen wurde beobachtet, daß Heparan Sulfat genauso früh wie
das Amyloid-bildende Protein abgelagert wird und eine Überexpression der Ablagerung von
Amyloid sogar vorangeht (Stenstad t al., 1994; Snow und Kisilevsky, 1985). Auch in diffusen
Plaques, bA-Plaques und NFB bei der AK werden PG gefunden. Allerdings sind Dermatan
Sulfat, Keratan Sulfat und Chondroitin Sulfat (Snow et al., 1992; DeWitt et al., 1993; Snow et
al., 1996) im Gegensatz zu Heparan Sulfat nur in deren Peripherie lokalisiert, was auf einen
späten Ablagerungszeitpunkt schließen läßt. Ob HSPG ursächlich an der Amyloidbildung
beteiligt ist, kann bisher nur vermutet werden. Allerdings konnte in vitro und in vivo gezeigt
werden, daß es zumindest den Abbau verzögert (Snow et al., 1994a; Gupta-Bansal et a .,
1995). Die Zusammenlagerung von Molekülen des Proteins Tau zu gepaarten helikalen
Filamenten, wie sie in NFB vorkommen, läßt sich durch Heparan Sulfat in vitro induzieren
(Goedert et al., 1996).
AVP bindet Heparan Sulfat mit hoher Affinität (Kd=0.9nM für AVP695), vergleichbar mit
der Bindung von Heparan Sulfat an Fibronektin. Verantwortlich sind mindestens drei
Abschnitte von AVP: Die KPI-Domäne, die Region 98-104 und die Region 684-687 (bzgl.
AVP770; Narindrasorasak et al., 1991). Letztere entspricht bP 13-16 (siehe Abb. 1).
Dementsprechend konnte auch eine Bindung von bP/bA an Heparan Sulfat (Brunden et al.,
1993) und eine Hemmung der bA-Wirkung in Zellkultur durch Zugabe von PG gezeigt werden
(Pollack et al., 1995).
Die unverzweigten Polysaccharide Heparan Sulfat, Chondroitin Sulfat, Dermatan Sulfat,
Keratan Sulfat und Hyaluronsäure werden als Glykosaminoglykane (GAG) bezeichnet. Heparin
ist eine Mastzellvariante von Heparan Sulfat. Jedes GAG besteht aus repetitiven Disacchariden,
die aus aus GluS, Gal, GalNAz und GluNAz zusammengesetzt und a- oder b-glykosidisch
miteinander verbunden sind (siehe Abb. 3). Hinzu kommen Modifikationen: GAG werden mit
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Ausnahme von Hyaluronsäure N- und/oder O-sulfatiert und bei Dermatan und Heparan Sulfat
wird Glukuronsäure zum Teil bzw. vollständig zu Iduronsäure (IduS) C5-epimerisiert
verknüpft (Hardingham und Fosang, 1992; Salmivirta et al., 1996).
Eine oder mehrere GAG-Ketten können über einen Oligosaccharid-Anker mit einem
Protein kovalent zu einem Proteoglykan (PG) verbunden werden. Heparan Sulfat, Chondroitin
Sulfat und Dermatan Sulfat sind O-glykosidisch über bXyl-Gal-Gal-GluS mit Serin, Keratan
Sulfat ist entweder O-glykosidisch über aGalNAz-GluNAz-Gal mit Serin oder N-glykosidisch
über bGluNAz-GluNAz-Man-Man-GluNAz mit Asparagin verknüpft. Nur Hyaluronsäure wird
nicht kovalent mit einem Protein. Die Menge an Hyaluronsäure, Heparan Sulfat oder
Chondroitin Sulfat beträgt im adulten Rattenhirn 102, 62 oder 302 nMol



























Abb. 3: Schema des repetitiven Disaccharidaufbaus der fünf GAG (modifiziert, nach
Hardingham und Fosang, 1992).
Der Zusammenbau von Heparan Sulfat Proteoglykanen (HSPG) beginnt mit der
Verknüpfung des Tetrasaccharidankers mit einem bestimmten Serin des entsprechenden
Proteins. Anschließend werden nacheinander Monosaccharide mit dem Kettenende verknüpft.
Je nach dem, ob es sich um GluNAz oder GalNAz handelt, entsteht ein Glukosaminoglykan
(Heparan Sulfat) oder ein Galaktosaminoglykan (Chondroitin/ Dermatan Sulfat).
Normalerweise wird GalNAz angehängt und es entsteht ein Galaktosaminoglykan, es sei denn,
eine bestimmte Peptidsignalsequenz in der Nähe des Serins verhindert dies, und das
Glukosaminoglykan Heparan Sulfat entsteht. Als nächstes werden in abwechselnder
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Reihenfolge die Monosaccharide GluS und GluNAz aus UDP-Monosaccharidverbindungen an
das Ende der Kette gehängt. Im Anschluß werden bestimmte GluNAz-Einheiten der Kette
deazetyliert und N-sulfatiert, mit 3’-Phosphoadenosin-5’-Phosphosulfat als Sulfatdonor. Dieser
Schritt entscheidet auch, welche GluS-Einheiten zu IduS C5-epimerisiert und welche Einheiten
O-sulfatiert werden, da für die entsprechenden Enzyme N-Sulfatierung in einem bestimmten
Abstand nötig ist (Salmivirta et al., 1996).
Heparan Sulfat Proteoglykane (HSPG) werden in matrixassoziierte und membranständige
Proteine eingeteilt. Letztere werden auf der Basis von Homologie und Art der
Membranverankerung ihres Proteinrestes in zwei Familien eingeteilt, die Syndekan-ähnlichen
integralen Membranproteoglykane und die Glypikan-ähnlichen Glykosylphosphadidylinositol-
verankerten Membranproteoglykane (David 1993). Sechs Mitglieder der Glypikan-Familie
wurden bislang beschrieben, Glypican (GPC1) in der Ratte und beim Menschen (David t al.,
1990; Karthikeyan et al., 1992), Cerebroglycan (GPC2) in der Ratte (Stipp t al., 1994),
GPC3 beim Menschen (Pilia et al., 1996), K-Glypican (GPC4) in der Maus (Watanabe e  al.,
1995), OCI-5 in der Ratte (Filmus et al., 1995) und DALLY in Drosophila melanogaster
(Nakato et al., 1995). Der Proteinanteil hat jeweils eine ähnliche Zahl von Aminosäuren (557-
626), eine Sequenz von 13 Zysteinresten, einen hydrophoben N- und C-Terminus, und ein
SGXG-Signal zur Verknüpfung mit GAG-Seitenketten. GPC3 ist eine Ausnahme in Bezug auf
diese Seitenkette, denn es enthält Chondroitin Sulfat und nicht Heparan Sulfat.
Heparan Sulfat bindet eine ganze Reihe von Makromolekülen, schützt sie vor dem Abbau
und dient ihnen als Reservoir. Heparan Sulfat ist an der Zell-Matrix und Zell-Zell Adhäsion
beteiligt und beeinflußt auch die Proliferation von Zellen. Für die FGF-Rezeptor-Interaktion
zur Oligomerisation von FGF und zur Dimerisation des Rezeptors ist Heparan Sulfat
erforderlich (Spivak-Kroizman et al., 1994). Im ZNS ist Heparan Sulfat zusätzlich am
Längenwachstum und Wegbereitung der Axone beteiligt (Hantaz-Ambroise et al., 1987,
Kinnunen et al., 1996). Bakterien und Viren können Heparan Sulfat als Eintrittspforte nutzen
(van Putten und Paul, 1995; Lycke et al., 1991).
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1.3. Biologie der Glykosylphosphatidylinositol-verankerten Proteine
Neben dem klassischen Durchspannen der Membran durch die hydrophobe Proteindomäne
gibt es eine weitere Variante der Protein-Membran Assoziation, die sogenannte Lipidierung.
Vier Klassen dieser kovalenten ko-oder posttranslationalen Modifikation werden
unterschieden: Die gesättigte 14-Kohlenstoff Azylgruppe am N-terminalen Glyzin (N-
Myristoylierung); die Azylgruppe, zumeist Palmitoyl, an der Zysteingruppe innerhalb des
Proteins (S-Azylierung bzw. S-Palmitoylierung); die ungesättigte 15- bzw. 20-Kohlenstoff
Isoprenoidgruppe am C-terminalen Zystein innerhalb einer C-A-A-X Konsensussequenz (S-
Prenylierung bzw. Farnesylierung/Geranylgeranylierung); und der Glykosylphophatidylinositol-
Anker (GPI-Anker) (Casey et al., 1995).
Das Grundgerüst des GPI-Ankers ist in allen Eukaryoten gleich. Die Synthese beginnt im
endoplasmatischen Retikulum mit der Bindung von GlkNAz an Phosphatidylinositol. Dann
wird GlkNAz deazetyliert und Phosphatidylinositol azyliert. Dreimal nacheinander wird dann
Mannose von Dolichol-Phosphoryl-Mannose auf GlkN bzw. das Mannoseende übertragen. An
das dritte Mannosemolekül wird dann Phosphatidylethanolamin gebunden und daran das C-
terminale Ende des entsprechenden Proteins geknüpft, von dem zuvor eine hydrophobe GPI-














Abb. 4: Schema des Grundgerüsts eines GPI-verankerten Proteins. FS, Fettsäure; Ino,
Inositol.
Die Lokalisation von GPI-verankerten Proteinen in der Zellmembran wurde bislang in
Kaveolae vermutet. Kaveolae oder Plasmalemnavesikel sind flaschenförmige
Membraninvaginationen mit einem Durchmesser von zirka 50nm, die sich durch ihre
Unlöslichkeit in nichtionischen Detergenzien aufgrund ihres hohen Anteils an
Glykosphingolipiden auszeichnen. Neuere Arbeiten zeigen jedoch, daß GPI-verankerte
Proteine im Ruhestadium nicht bevorzugt in Kaveolae sondern in glykosphingolipidreichen
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Mikrodomänen in der Zellmembran sitzen, und erst nach Aktivierung durch einen Liganden in
die Kaveolae wandern (Schnitzer et al., 1995).
Eine gemeinsame Funktion der GPI-verankerten Proteine ist nicht bekannt, dem
gemeinsamen GPI-Anker allerdings werden mehrere Funktionen zugeschrieben. Er beeinflußt
den polarisierten Transport, die Membrandiffusion und die Internalisierung des GPI-
verankerten Proteins, nimmt an der Signaltransduktion teil und kann z.B. in T-Lymphozyten,
Makrophagen oder Neutrophilen eine Zellaktivierung vermitteln. Die Signaltransduktion ist
über zwei Mechanismen denkbar: Interaktion des Ankers mit signaltransduzierenden Proteinen
wie z.B. Tyrosinkinasen, oder Abspaltung von Ankerkomponenten, die selbst als Botenstoffe
wirken, wie z.B. Diazylglyzerin (Tachado et al., 1997; Robinson et al., 1991).
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2. Herleitung einer Aufgabenstellung
Ziel der Arbeit war herauszufinden, woran bA an der neuronalen Zellmembran im AK-
Gehirn bindet, um dann eine toxische Wirkung zu entfalten. Trotz der Beschreibung
zahlreicher Bindungspartner für bP und bA ist es bislang nicht gelungen, einen bA-“Rezeptor”
oder Zelloberflächenmolekül zu finden, bzw. zu klären, ob es ihn überhaupt gibt.
Die Bedeutung der Identifikation eines solchen Rezeptors beinhaltet:
1. Ein besseres Verständnis von bA-bedingten Pathomechanismen und
2. die Möglichkeit der spezifischen Intervention auf Ebene der bA-Rezeptor Bindung als
therapeutische Maßnahme.
Folgende Möglichkeiten, die Fragestellung anzugehen, wurden in Betracht gezogen.
Da zu Beginn der Arbeit nicht klar war, ob es einen “Rezeptor” gibt, bA sich direkt in die
Lipidschicht der Zellmembran einbaut, oder unspezifisch an viele Oberflächenmoleküle bindet,
ist das optimale Ausgangsmaterial für den Pool an möglichen bA-Bindungspartnern ein natives
Homogenat von synaptischen Membranen eines Alzheimergehirns. Dieses beinhaltet auf alle
Fälle die Moleküle, die als Angriffspunkt einer direkten neurotoxischen Wirkung von bA beim
AK-Patienten dienen. Aufgrund der Tatsache, daß die in den vorliegenden Versuchen
behandelte Zelle von der Ratte stammt, und aufgrund der einfachen Verfügbarkeit von
Rattenhirn im Gegensatz zu menschlichem Autopsiematerial habe ich mich für synaptische
Membranen aus Rattenhirn als Ausgangsmaterial entschieden. Weitere neuronale und
nichtneuronale Zellbestandteile des Gehirns könnten zwar für andere Formen der bA-Toxizität,
wie z.B. inflammatorische Prozesse, relevant sein, nicht aber bei der direkten neuronalen
Schädigung durch bA. Deshalb wurden sie vernachlässigt.
Ein wesentliche Schwierigkeit bei der Suche nach relevanten Bindungspartner von bA
besteht darin, unter den Molekülen, die bP od r bA binden, diejenigen auszuwählen, die
tatsächlich einen toxischen Effekt vermitteln. Dies wurde bislang bei keiner Studie, die sich mit
dieser Fragestellung beschäftigt, berücksichtigt (Sabo e  al., 1995 Yan et al., 1996; Paresce et
al., 1996, El-Khoury et al., 1996). Deshalb wurde ein Ansatz gewählt, bei dem nicht Bindung
an bA/bP, sondern Hemmung der Toxizität von bA selbst der Meßparameter ist. Als Assay
wurde die Reduktion von MTT durch eine Pheochromozytomzellinie der Ratte (PC12)
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gewählt, da diese Methode zwischen bP undbA unterscheidet (bP ohne Effekt, siehe Behl et
al., 1994b), sensitiv ist (halbmaximaler Abfall der MTT Reduktion bei 100nM bA), und schnell
anspricht. Letzteres war aufgrund des transitorischen Charakters vorallem für
Zelloberflächenbehandlungen wichtig. Da Hemmung der Toxizität durch Zugabe von
kompetitiven Substanzen ins Medium nur indirekt ist, wurde im zweiten Teil der Arbeit die
lebende PC12 Zelle direkt auf Rezeptoren untersucht, die die bA-Toxizität vermitteln.
Die Bedingungen in der Zellkultur sind in mehrerlei Hinsicht nicht identisch mit denen im
Gehirn. Die PC12 Zelle hat den Nachteil, daß sie keine neuronale Zelle des ZNS ist, sondern
eine ausgelagerte im Nebennierenmark, die möglicherweise in der Expression relevanter
Rezeptoren von ZNS-Neuronen differiert. In der Flüssigkeit, die die Zellen umspült, geht bA
eventuell andere Bindungen oder Komplexe ein als im Liquor oder Plasma. Die Zelle wird
zwar ausreichend, aber dennoch anders als in vivo ernährt. Die Adhäsion wird in Form von
Anheften auf der kollagenbeschichteten Kulturschale simuliert. Entscheidend für die PC12
Zelle sprach die neuronale Herkunft, das gute Ansprechen auf bA, die Einheitlichkeit der
Zellkultur aufgrund des klonalen Ursprungs, die einfache Handhabung, und die weitreichend
vorhandene Literatur über diese Zellinie. Aufgrund der guten Überschaubarkeit des Systems
mit nur einem Zelltyp, definierter Matrix in Form der kollagenbeschichteten Kulturschale und
reproduzierbarem Medium schien dieser Ansatz geeignet, bestimmte Aussagen treffen zu
können, die dann im komplexeren System überprüft werden können. Die Übertragbarkeit der
Ergebnisse dieser Arbeit auf komplexere Systeme muß in weiteren Untersuchungen gezeigt
werden.
28




Amyloid b-Protein 1-40 Bachem, Heidelberg
l-Arginin Sigma, Deisenhofen
Chondroitin Sulfat Sigma, Deisenhofen
Chondroitinase ABC Sigma, Deisenhofen
Dimethylsulfoxid Sigma, Deisenhofen
Dulbecco’s Modified Eagle Medium Gibco, Eggenstein
EDTA Sigma, Deisenhofen
ELISA-Platten 96-Loch Falcon, Heidelberg




Heparan Sulfat Sigma, Deisenhofen
Heparin Sigma, Deisenhofen
Heparinase I Sigma, Deisenhofen
Hyaluronsäure Sigma, Deisenhofen
Fötales Kälberserum Gibco, Eggenstein
Keratan Sulfat Sigma, Deisenhofen
Keratanase Sigma, Deisenhofen
Phosphatgepufferte Kochsalzlösung Biochrom, Berlin
Kollagen G Gibco, Eggenstein
MTT Sigma, Deisenhofen
Natrium Chlorat Fluka, Neu-Ulm
Natrium Dodezyl Sulfat Sigma, Deisenhofen







PC12 Zellinie Dr. T. Dyrks, Schering AG
Penizillin/Streptomyzin Sigma, Deisenhofen
Pferdeserum Gibco, Eggenstein










Die Zellinie PC12 wurde von Greene und Tischler aus dem Nebennierenmarktumor
(Pheochromozytom) einer Ratte isoliert (Greene und Tischler, 1976). Danach fand sie
weltweite Verbreitung. Dr. T. Dyrks war so freundlich, uns die Zellinie zur Verfügung zu
stellen. In unserer Stammkultur wurden die Zellen in 25 cm2-Gewebekulturflaschen kultiviert
und für die Versuche in 96-Loch ELISA-Platten umgesetzt.
Die Zellen verdoppelten sich zirka alle zwei Tage und wuchsen zu einer konfluierenden
Einzelschicht zusammen. Dafür mußten die Zellen beim Umsetzen durch zehnmaliges Ziehen
der gesamten Zellsuspension durch eine feine Plastikpasteurpipette ausreichend vereinzelt
werden. Wenn die Zellen nicht ausreichend vereinzelt wurden oder über das Stadium der
Konfluenz hinaus wuchsen, entstanden Zellhaufen. Die vereinzelten Zellen wurden bei
erreichter Konfluenz 1:4 verdünnt in die neue Stammkultur gegeben. Mit Ausnahme der
Versuche zur Zelldichte wurden die Zellen mit einer Zelldichte von zirka 100 Zellen/µl in die
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Versuchsschalen gebracht, was  eine gute Zugänglichkeit der Oberfläche aller Zellen gewährte.
Die Zelldichte wurde mit einer Rosenthalzählkammer bestimmt. Das Flüssigkeitsvolumen einer
Schale betrug 100µl.
Das Zellkulturmedium bestand aus 85% Dulbecco’s Modified Eagle Medium, 10%
Pferdeserum und 5% fötalem Kälberserum. Penizillin/Streptomyzin sowie Glutamax wurden
aus einer zellkulturgerechten 100-fach konzentrierten Stammlösung dazugegeben.
Anschließend wurde das Medium durch Filter mit einer Porengröße von 0.2µm steril-filtriert.
In der Stammkultur wurde alle zwei Tage ein Mediumwechsel durchgeführt, indem zwei
Drittel der alten Mediums verworfen und durch frisches ersetzt wurden. Für die Versuche
wurden die Zellen in frischem Medium verdünnt. Die Zellen wurden bei 37oC, 95%Luft, 5%
CO2 und 95% Luftfeuchtigkeit inkubiert.
In Stamm- und Versuchskultur wurde die Plastikoberfläche der Kulturflasche bzw. der
ELISA-Plattenvertiefung mit Kollagen G (0,5 mg/ml in 2mM HCl) benetzt und zweifach mit
PBS ohne Kalzium/Magnesium gespült. Die darauf erreichte Zelladhäsion der Zellen war so
groß, daß sie mit dem Pipettenstrahl leicht abgespült werden konnten. Ohne
Kollagenbeschichtung adherierten die Zellen nicht und bildeten Zellhaufen.
Abb. 4: PC12 Zellen in Kultur
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3.3. Meßprinzip
Als Assay für die bA Toxizität diente der MTT-Test. Es handelt sich um einen
kolorimetrischen nicht-radioaktiven Test, der auf der Reduktion des gelben Tetrazoliumsalzes
3-[4,5-Dimethylthiazol-2-yl]-2,5-Diphenyl Tetrazolium Bromid (MTT) zu lila
Formazankristallen durch zelluläre Dehydrogenasen beruht. Die Absorption des entstandenen
Formazans wird spektrophotometrisch bei einer Wellenlänge von 550-600nm bestimmt, wo
MTT nicht absorbiert. Da Dehydrogenasen nur in lebenden Zellen aktiv sind, dient die



















Abb. 5: Reduktion von MTT zu Formazan.
Shearman et al. konnten mit PC12 Zellen zeigen, daß der Test sich dafür eignet, bA-
Toxizität zu bestimmen (Shearman et al., 1994). bP hatte keinen Einfluß auf die MTT
Reduktion. Im Gegensatz zur sofortigen Wirkung der Glutamattoxizität ging der Verlust der
Fähigkeit der Zelle, MTT zu reduzieren, bei der bA Toxizität dem Zelltod um einige Stunden
bis Tage voraus. Dies läßt auf ein apoptotisches Geschehen bei der bA-Toxizität schließen,
was mittlerweile von einer anderen Gruppe bestätigt wurde (Gschwind und Huber 1995).
Welche Dehydrogenasen in ihrer Funktion aufgrund der bA-Toxizität eingeschränkt sind,
ist bislang unklar. Durch den Vergleich mit anderen Redoxfarbstoffen, die MTT ähnlich sind
und auch zur Zelltoxizitätsbestimmung eingesetzt werden, z.B. XTT (Natrium 3’-[1-
[(Phenylamino)Karbonyl]-3,4-Tetrazolium]-bis(4-Methoxy-6-Nitro)
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Benzensulfonsäurehydrat), konnte gezeigt werden, daß die Voraussetzung für die Sensitivität
des Redoxfarbstoffes für bA-Toxizität seine Zellpermeabilität ist. Das läßt darauf schließen,
daß bA-Toxizität nicht auf einer Wirkung als Kalziumkanalbildner an der Zelloberfläche
beruht, da z.B. das Kalziumionophor A23187 keine Selektivität bezüglich des
Redoxfarbstoffes zeigt. Auch war A23187 in PC12 Zellen nicht in der Lage, Apoptose zu
erzeugen. Die intrazelluläre Lokalisation der bA-sensitiven Dehydrogenase(n) wurde in HeLa-
Zellen als vorrangig perinukleär beschrieben. Da selbst hohe Dosen bA keine
hundertprozentige Hemmung der MTT-Reduktion erreichen, und da die bA-Empfin lichkeit
zelltypenspezifisch ist, könnten mehrere Dehydrogenasen betroffen sein. A selbst hat keinen
direkten Einfluß auf die Reduktion von MTT (Shearman et l., 1995, Hawtin et al., 1995,
Gschwind und Huber 1995).
Das Protokoll meines MTT-Tests war :
1. Zugabe von MTT (Stammlösung 5mg/ml in H2Odd), 10µl pro Schale.
2. 3 bzw. 4 Stunden Inkubation bei 37oC.
3. Beenden der MTT-Reduktion und Auflösen der gebildeten Formazankristalle durch
Zugabe von 100µl Lösungsmittel (10% Natriumdodezylsulfat in 10mM HCl).
4. Inkubation für 12-24 Stunden bei 37oC, damit sich die Kristalle auflösen können und
Luftblasen an der Flüssigkeitsoberfläche verschwinden.
5. Messung der Absorption bei 550nm.
3.4. b-Amyloid Behandlung
Nach Angaben des Herstellers zum Erreichen der Fibrillenbildung und Toxizität wurde b
P1-40 nach dem Verfahren von Lorenzo und Yankner, 1994 behandelt (siehe Abb. 6). bP
wurde 700µM in H2Odd gelöst und in Aliquots bei -80
oC eingefroren. Für den Gebrauch wurde
ein Aliquot aufgetaut, 1:1 mit PBS ohne Kalzium/Magnesium gemischt und bei 37oC für
mehrere Tage inkubiert. Das so vorbehandelte bP wird aufgrund seiner toxischen Wirkung im
weiteren als bA bezeichnet. Das nichttoxische bP wurde entweder durch sofortige
Aggregation von 700µM bP in PBS oder Lösung von 1mM bP in Dimethylsulfoxid erzeugt.
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Abb. 6: Elektronenmikroskopischer Nachweis derb A Fibrillen. 350µM b A wurde mit 2%
Uranylazetat für 15 Minuten negativ kontrastiert, getrocknet und im
Transmissionselektronenmikroskop 60000-fach vergrößert (Balken entspricht 100nm).
Für die Kompetitionsstudien wurden die PC12 Zellen zusammen mit der kompetitiven
Substanz für 20 Stunden mit 100nM bA inkubiert und anschließend der MTT-Test für 4
Stunden durchgeführt. Für Studien mit vorbehandelten Zellen wurde für 3 Stunden mit 400nM 
bA inkubiert und anschließend der MTT-Test für 3 Stunden durchgeführt. bA wurde sofort
nach Zugabe der kompetitiven Substanz, Zugabe der vorbehandelten Zellen in die
Versuchsschale oder Ablauf der Inkubationszeit mit dem Synthesehemmstoff zugegeben.
3.5. Kompetitionstudien
Alle kompetitiven Substanzen wurden unmittelbar vor bA in das Medium gegeben. Die
Synaptosomen wurden nach dem Protokoll von Dodd et al., 1981 prepariert. Erwachsene
männliche Wistarratten wurden durch Zervikalfraktur getötet und die zerebralen Kortices
(zirka 1g) wurden innerhalb von einer Minute entnommen und in 10ml eiskalte 320mM
34
Sukroselösung gebracht. Das Gewebe wurde in einem Potter Plastik-Teflon Homogenisator
durch acht manuelle und acht maschinelle Hübe homogenisiert. In einer Beckman
Ultrazentrifuge (Rotor 70.1 Ti) wurden die Synaptosomen in drei Zentrifugationsschritten bei
4oC isoliert:
1. 10 Minuten 5100 U/min ergaben einen zellkernhaltigen Bodensatz und einen ersten
Überstand.
2. Zirka 8ml des Überstands wurden vorsichtig mit einer Pipette abgenommen und auf 4ml
1,2M eiskalte Sukrose in einem weiteren Zentrifugationsröhrchen langsam geschichtet, ohne
daß sich beide Schichten vermischten. Im selben Rotor wurde für 15 Minuten bei 50000 U/min
bei 4oC zentrifugiert.
3. Der resultierende untere Bodensatz enthält Mitochondrien, während Synaptosomen und
Myelin am Boden der oberen Schicht sind. Zirka 2ml vom Boden der oberen Schicht wurden
abgenommen, mit 5ml 320mM eiskalter Sukrose gemischt und auf 4ml 0,8mM eiskalter
Sukrose in einem Zentrifugationsröhrchen langsam geschichtet, ohne daß sich beide Schichten
vermischten. Im selben Rotor wurde für 15 Minuten bei 50000 U/min bei 4oC zentrifug ert.
Der resultierende untere Bodensatz enthält die Synaptosomen, während Myelin den Bodensatz
der oberen Schicht bildet. Lösliche Bestandteile und Mikrosomen befinden sich im oberen
Überstand. Obere Schicht und Überstand der unteren Schicht wurden verworfen und der
untere Bodensatz in eiskaltes PBS aufgenommen. Durch Zentrifugation in einer
Tischzentrifuge bei 15000 U/min wurden die Synaptosomen gewaschen und von Sukrose
befreit. Der Proteingehalt der Synaptosomen wurde nach der Methode von Bradford bestimmt
(Bradford, 1976).
Die Hitzebehandlung der Synaptosomen wurde für 10 Minuten bei 90oC durchgeführt. Die
Proteasebehandlung der Synaptosomen ( 6µg Proteinanteil/µl) wurde mit 1mg/ml Proteinase K
für 4 Stunden bei 50oC durchgeführt. Anschließend wurde die Reaktion mit 1mM PMSF und
Erhitzen (90oC, 10 Minuten) gestoppt. In der Kontrolle wurde Proteinase K direkt in die
erhitzte Probe mit PMSF gegeben. Die so behandelten Synaptosomen wurden nach Abkühlung
1:10 ins Medium gegeben. Die Trennung in lösliche und feste Bestandteile wurde durch
Zentrifugation in einer Tischzentrifuge für 3min mit 10000 U/min durchgeführt.
Die PC12 Membranen wurden durch Lyse in H2Odd , Hitzeinaktivierung für 10 Minuten
bei 90oC, und Waschen in PBS durch Zentrifugation für 3min mit 10000 U/min in einer
Tischzentrifuge isoliert.
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Die Trennung von Lipiden und Proteinen wurde nach der Methode von Folch
vorgenommen (Folch et al., 1957). Die Synaptosomen bzw. Membranen wurden in eine 2:1
Mischung aus Chloroform und Methanol gegeben und gut geschüttelt. Zur Phasentrennung
wurden 0,2 Vol 0,1M KCl gegeben und bei 15000 U/min für 3 Minuten in einer
Tischzentrifuge zentrifugiert. Die einzelnen Phasen wurden in einer Vakuumzentrifuge
getrocknet, in PBS aufgenommen und in einem Wasserbad für 5 Minuten beschallt.
Die Liposomen wurden aus den vier wichtigsten Lipiden der neuronalen Zellmembran im
physiologischen Verhältnis 36mg Dipalmitoylphosphatidylcholin, 36mg
Dipalmitoylphosphatidylethanolamin, 10mg Dioeylphosphatidylserin und 18mg Cholesterin in
1ml PBS durch Beschallen hergestellt (Good und Murphy, 1995).
3.6. Vorbehandlung der Zelloberfläche
Die GAG-spaltenden Enzyme Heparinase, Chondroitinase/Dermatanase und Keratanase,
das Sulfat-abspaltende Enzym Sulfatase, die Protease Trypsin, das N-Glykosylierungen
spaltende Enzym N-Glykanase oder das GPI-spaltende Enzym Phosphoinositolspezifische
Phospholipase C wurden in Anlehnung an van Putten and Paul (1995), Humphries and Silbert
(1988), Rapraeger (1989), Bertolotto et al. (1995); Carey et al. (1990) und Gowda et al.
(1989) eingesetzt. Um die Zelloberfläche der PC12 Zellen enzymatisch vorzubehandeln,
wurden die Zellen in einer Konzentration von 1000 Zellen/µl in PBS ohne
Kalzium/Magnesium, 0,02% EDTA und 0,1% Albumin mit dem entsprechenden Enzym bei
37oC für 90min vorbehandelt. Dann wurden die Zellen 1:10 in PC12 Zellmedium verdünnt und
in die Zellkulturschalen gegeben. Als Kontrolle dafür, daß die Wirkung von Trypsin durch die
Zugabe von serumhaltigem Medium gestoppt wird und nicht zur Proteolyse von bA führt,
wurde in der Kontrollgruppe Trypsin nach Ablauf der Inkubationszeit und vor Zugabe von bA
in die mit Zellkulturmedium verdünnte Kultur gegeben.
3.7. Manipulation spezischer Zellsynthesewege
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Eine Hemmung der Verbindung der GAG-Kette mit dem Proteingrundgerüst im Golgi
wurde durch Inkubation der PC12 Zellen mit para-Nitrophenyl-b-d-Xylop ranosid (pNP-b-
Xyl) für 20 Stunden bei 37oC durchgeführt und eine Dosiswirkungskurve für die Hemmung der
Toxizität von 3 Stunden 400nM bA erstellt. Als Kontrolle für die Spezifität von b-Xyl wurden
alle bekannten Arten der Glykosylierung mit verschiedenen para-Nitrophenyl-Monosacchariden
einschließlich pNP-b-Xyl gehemmt, indem diese in einer Konzentration von 4mM für 3
Stunden bei 37oC in die Zellkultur gegeben wurden und 400nM bA für 3 Stunden ausgesetzt
wurden. Als Kontrolle dafür, daß pNP-b-Xyl seine Wirkung nicht durch vermehrte Freisetzung
von GAG-Ketten ins Medium erzielt und diese bA dort vermehrt binden, wurden die Medien
von Zellen nach 20 Stunden Vorinkubation mit oder ohne b-Xyl vertauscht und dann bA
zugegeben. Eine Hemmung der N-Glykosylierung wurde zusätzlich mit Tunikamyzin
durchgeführt. Tunikamyzin wurde mit der maximalen nichttoxischen Dosis von 1µg/ml für 20
Stunden ins Zellkulturmedium gegeben.
Eine Hemmung der zellulären Sulfatierung wurde mit 20 Stunden Vorinkubation mit
Natriumchlorat durchgeführt und eine Dosis-Wirkungskurve erstellt.
3.8. Statistik
Alle Experimente wurden als Vierfach-Bestimmungen durchgeführt und davon jeweils der
Mittelwert gebildet. Von den Absorptionswerten bei 550nm wurde jeweils der Nullwert
abgezogen, der dem Wert von Medium ohne MTT-Reduktion (A0) entsprach. Als
Ausgangstoxizität diente jeweils die prozentuale Toxizität von bA bei unbehandelten Zellen
(%ToxizitätKontrolle). Die bA-Toxizität nach Behandlung entweder mit kompetitiven
Substanzen im Medium oder Vorbehandlung der PC12 Zellen (% ToxizitätBehandlung)
entsprach dem Prozentwert, der aus derbehandelten Gruppe ohne bA (AB) u d der
behandelten Gruppe mit bA ((AB+bA) errechnet wurde (siehe Formel). Daraus resultiert der
prozentuale Block der Toxizität (%BlockToxizität). Wenn A und AB differierten, gab es zwei
Möglichkeiten: Die Substanz selbst oder ein von ihr induziertes Stoffwechselprodukt
adsorbierte bei 550nm, was zu einem Anstieg der Absorption von AB gegenüber A führte. Dies
konnte durch Austausch des Mediums in der unbehandelten Gruppe (und in der behandelten
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Gruppe zur Herstellung gleicher Bedingungen) vor Beginn des MTT-Tests oder durch
Subtraktion des Anstiegs von AB und AB+bA vor Berechnung von % ToxizitätBehandlung
ausgeglichen werden (z.B. Synaptosomen). Die zweite Möglichkeit war der Abfall der
Absorption von AB gegenüber A. Hierbei konnte es sich um eine Interaktion der Behandlung
mit MTT oder um Toxizität der Behandlung handeln, was durch Kontrolle der
Zellmorphologie ermittelt werden konnte. Bei Toxizität wurden die Dosis reduziert und die
maximale nicht-toxische Dosis verwendet (z.B. Tunikamyzin). Eine Interaktion mit MTT trat
nicht auf.
Bei Experimenten mit enzymatischer Vorbehandlung wurden die unbehandelten Zellen
parallel zur behandelten Gruppe mit der Pufferkontrolle unter gleichen Bedingungen
vorinkubiert und dann gleichzeitig in die Versuchsschalen transferiert. Für die Kontrolle der
Trypsin oder Proteinase K Behandlung wurde die Protease in gleicher Konzentration mit einer




A: Absorption der unbehandelten Zellen bei 550nm
Ao: Absorption des Medium bei 550nm
AbA: Absorption der  mit bA inkubierten Zellen bei 550nm
AB: Absorption der behandelten Zellen bei 550nm
AB+bA: Absorption der behandelten und mit bA inkubierten Zellen bei 550nm
Alle Experimente wurden mindestens dreimal in vierfacher Bestimmung durchgeführt, es
sei denn, eine abweichende Zahl ist in der Legende benannt. Mittelwert und
Standardabweichung sowie Signifikanz wurden mit Hilfe des gepaarten T-Testes berechnet (*
für p<0.05; ** für p<0.01).
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4. Ergebnisse
4.1. Evaluierung des Systems
Zunächst wurden die wichtigsten Parameter zur Durchführung des MTT-Tests untersucht.
Dazu gehören Zelldichte und Dauer der Inkubation mit MTT. Als MTT-Konzentration wurde,
wie vom Hersteller empfohlen, 0,5 mg/ml MTT eingesetzt.
Zwischen Zelldichte und MTT Reduktion bestand ein linearer Zusammenhang (Abb. 7).
Dies galt mindestens für einen Bereich von 25% bis 800% der in den übrigen Experimenten
gewählten Zelldichte von 100 Zellen/ml. Da der maximale Effekt von bA eine Verminderung
auf 40% des Ausgangswertes an MTT Reduktion betrug, waren die Absorptionswerte bei


























Abb. 7: Abhängigkeit der Reduktion von 0,5mg/ml MTT von der Zelldichte. Die Daten
stammen von einem einzelnen Experiment in Vierfachbestimmung.
Wie man am linearen Verlauf der Kurve in Abb. 8 sieht, war auch eine Inkubationszeit von
2-4 Stunden im linearen Bereich, d.h. die MTT Konzentration ausreichend, um PC12 Zellen
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bei der Zelldichte von 100 Zellen/ml mehrere Stunden zu inkubieren. Mit zunehmender Dauer
trat eine Sättigung ein. Da die MTT-Inkubationszeit für Kontrolle und behandelte Gruppe in





















Abb. 8: Zeitverlauf der Reduktion von 0,5mg/ml MTT durch 100 PC12 Zellen/ m l.
Die Daten stammen von einem einzelnen Experiment in Vierfachbestimmung.
Um die Wirkung von bA auf die MTT Reduktion zu bestimmen, und darüber hinaus einen
Bereich zu ermitteln, in dem bA einen mittleren Effekt erzielt, wurde eine Dosis-
Wirkungskurve von 20 Stunden bA-Vorinkubation der Zellen angefertigt (Abb. 9). Die
kleinste wirksame Dosis betrug 1nM, was der doppelten Konzentration von bP im Liqu r
entspricht. Eine Sättigung stellte sich bei 1mM ein, wobei die verbleibende MTT Reduktion
40% betrug. Diese Daten sind gut mit den bisher publizierten vereinbar (Behl et al., 1994;
Shearman et al., 1994). Die Restaktivität könnte durch bA-unempfindliche Zellen zustande
kommen, was angesichts der Homogenität einer Zellinie eher unwahrscheinlich ist. Eine andere
Möglichkeit besteht darin, daß MTT von verschiedenen Dehydrogenasen reduziert wird, die
nicht alle bA sensibel sind (siehe Abb. 11).
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Einen halbmaximalen Effekt erzielten wir mit 100nM. Diese Dosis ließ zu, sowohl




































Abb. 9: b A Dosisabhängigkeit von 4 Stunden MTT Reduktion durch 100 PC12 Zellen/m l.
Die Zellen wurden 20 Stunden mit b A vorinkubiert. Für alle Datenpunkte wurden mindestens
drei Experimente in Vierfachbestimmung durchgeführt (* für p<0,05; ** für p<0,01:
gepaarter t-Test).
Das lösliche oder amorph aggregierte bP zielte bei einer Konzentration von 10mM und
20 Stunden Vorinkubation mit den Zellen keinen Effekt auf die MTT Reduktion (Abb. 10),
was den konformationsabhängigen Effekt von bP/bA auf die MTT Reduktion bestätigt





















Abb. 10: Effekt von 20h Vorinkubation mit 10 m M b A oderb P auf die MTT Reduktion von
100 PC12 Zellen/m l. Für b A wurden zwei, für b P drei Experimente in Vierfachbestimmung
durchgeführt (* für p<0,05: gepaarter t-Test).
Intakte Zellen sind Voraussetzung für die MTT Reduktion. Die Verteilung der durch
Reduktion aus MTT gebildeten Formazankristalle ist vorwiegend perinukleär, d.h. intrazellulär
(Nikkhah et al., 1992; Shearman et al., 1995; Abb. 11). Andere Tetrazoliumverbindungen, wie
z.B. Natrium 3'-[1-[(Phenylamino) Carbonyl]-3,4-Tetrazolium]-bis-(4-Methoxy-6-Nitro)
Benzensulfonsäure (XTT), die nicht wie MTT zellpermeabel sind, werden sehr viel weniger
von PC12 Zellen umgesetzt , was sich aber durch Zugabe der zellpermeablen
Elektronenkopplungssubstanz Phenazin Ethosulfat auf einen mit MTT vergleichbaren Wert
steigern läßt. Hemmstoffe der Atmungskette, die an der inneren mitochondrialen Membran
angreifen, können die MTT Reduktion von intakten PC12 Zellen oder deren isolierten
Mitochondrien allerdings nicht hemmen. Es ist also unwahrscheinlich, daß der Effekt von bA
auf die MTT Reduktion über Dehydrogenasen der inneren Mitochrondrienmembran zustande
kommt (Shearman et al., 1995; Hawtin et al., 1995).
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Abb. 11a: 40-fache Vergrößerung von PC12 nach 20 Stunden Vorinkubation ohne b A
und danch anderthalbstündiger Stunde MTT-Reduktion.
Abb. 11b: 40-fache Vergrößerung von PC12 Zellen nach 20 Stunden Vorinkubation mit 1
m M b A und danach anderthalbstündiger MTT-Reduktion.
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Durch den Einfluß von bA wird vor allem die intrazelluläre MTT Reduktion verhindert,
während die Zellmembran-gebundene Reduktion nicht abnimmt, vielleicht sogar eher zunimmt.
Dies liegt eher daran, daß das intrazelluläre MTT nicht reduziert wird, als daß die Aufnahme
von MTT in die Zelle gehemmt wird, da auch die Zugabe von Phenazin Ethosulfat den bA
Effekt nicht nimmt (Shearman et al., 1995). Abb. 11 zeigt den Effekt der bA-Vorinkubation
auf die Formazanbildung.
Nachdem gezeigt wurde, daß die MTT-Reduktion pro Zelle über einen großen Bereich der
Zelldichte konstant ist (Abb. 1), konnte die Abhängigkeit der bA Toxizität von der Zelldichte




















Abb. 12: Abhängigkeit der Toxizität von 100nM b A von der Zelldichte. Für alle
Datenpunkte wurden mindestens drei Experimente in Vierfachbestimmung durchgeführt.
Obwohl eine zehnfache Konzentration von bA im Bereich 1-100nM eine deutliche
Steigerung der Toxizität zur Folge hatte (Abb. 9), war dies für eine zehnfache Dosis von bA
pro Zelle nicht der Fall (Abb. 12). Dies bedeutet einerseits, daß die Dosisabhängigkeit des bA-
Effekts auf die MTT-Reduktion nicht durch "Verbrauch" von bA durch die Zellen zustande
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kommt, und andererseits, daß vermehrte Zell-Zell Interaktionen oder vermehrt von den Zellen
ins Medium abgegebene Substanzen keine protektive Wirkung haben. Es kann jedoch nicht
ausgeschlossen werden, daß sich verschiedene gegenteilig auswirkende Effekte überlagern.
Die Geschwindigkeit, mit der die Zellen auf bA ansprechen spielt in zweierlei Hinsicht eine
Rolle. Als Information über den Mechanimus, mit dem bA zur Hemmung der MTT Reduktion
führt, und für die Durchführung von Experimenten, bei denen eine enge zeitliche Begrenzung
aufgrund transitorischer Veränderungen der Zelle notwendig ist.
Aus Abb. 13 ist ersichtlich, daß bereits nach einer Stunde 40% des 24 Stunden Effekts
erreicht sind und die Steigung der Kurve zunehmend abfällt. Dahinter könnte man eine




























Abb. 13: Zeitverlauf der Toxizität von 1 m M b A. Die Datenpunkte beziehen sich auf ein
Experiment mit Vierfachbestimmungen und entsprechen dem prozentualen Anteil an der 24
Stunden Toxizität.
Als Vergleich für die Stärke des Effekts von bA auf die MTT-Reduktion von PC12 Zellen
wurde H2O2 herangezogen, dem eine Rolle bei der bA-Toxizität zugeschrieben wurde (Behl et
al., 1994) (Abb. 14). Eine Verminderung der MTT Reduktion auf zirka 50% wurden durch
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150mM H2O2 oder 300nM bA erreicht. Im Gegensatz zu bA waren hohe Dosen H2O2 in der
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Abb. 14: H2O2-Dosisabhängigkeit von 4 Stunden MTT Reduktion durch 100 PC12
Zellen/ m l. Die Zellen wurden 20 Stunden mit H2O2 vorinkubiert. Für alle Datenpunkte
wurden mindestens drei Experimente in Vierfachbestimmung durchgeführt (* für p<0,05; **
für p<0,01: gepaarter t-Test).
Zusammenfassend läßt sich sagen, daß mein System geeignet ist, bA-Toxizität in vitro zu
messen. Es reagiert schnell und sensibel, d.h. innerhalb weniger Stunden auf nanomolare Dosen
von bA, nicht aber von bP. Die Toxizität ist im getesteten Bereich unabhängig von der
Zelldichte und proportional zur Absorption des aus MTT entstandenen Formazans.
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4.2. Kompetition zwischen PC12 Zellen und zellulären Membra en u  bA
Der erste Schritt bei der Identifikation eines möglichen bA-Rezeptors bestand darin, zu
überprüfen, ob isolierte Membranen mit der PC12 Zelle um bA kompetitieren. Dies wäre z.B.
nicht der Fall gewesen, wenn es eines aktiven Transports von bA in die Zellmembran bedarf.
Da dies der Fall war, ermöglichte es dieser Ansatz weitere Aussagen über die Art der
Membranbestandteile zu treffen, die an der Kompetition beteiligt sind. Da es sich hierbei nicht
um ein intakte Zelle handelt, konnten wir mit biochemischen Methoden arbeiten. Als
Ausgangsmaterial wählten wir Rattenhirnsynaptosomen, weil diese dem Zielort von bA im
Alzheimergehirn am nächsten kommen und mit der Spezies der PC12 Zellinie übereinstimmen.
In Abb. 15 ist der Effekt von logarhithmisch ansteigenden Synaptosomen-Dosen im
Medium auf die bA Toxizität angegeben. Die Die Synaptosomen wurden aufgrund ihres
Proteingehalts quantifiziert und enthielten in etwa dieselbe Menge an Lipiden. Ein 50%iger
Block der bA-Toxizität wurde mit zirka 100ng Synaptsomen pro Mikroliter Medium erreicht,
was in etwa dem zehnfachen Proteingehalt der PC12 Zellen in der Schale (100 Zellen/ml)
entspricht. 1,2mg Synaptosomen pro Mikroliter Medium blockten die bA-Toxizität vollständig.
Bei der Berechnung der prozentualen Toxizität in mit Synaptosomen behandelten Gruppen
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Abb. 15: Dosisabhängiger Block der Toxizität von b A durch vorherige Zugabe von
Rattenhirnsynaptosomen ins Medium von 100 PC12 Zellen/µl. Für alle Datenpunkte wurden
mindestens drei Experimente in Vierfachbestimmung durchgeführt (* für p<0,05; ** für
p<0,01: gepaarter t-Test).
Der Bindungspartner für bA auf der Membran könnte sowohl ein Lipid als auch aus
Protein sein. Es wurde berichtet, daß sich bA direkt in künstliche Membranen aus Lipid
eingebauen kann (Arispe et al., 1993). Andererseits ragen Proteine weit aus aus der
Lipidmembran der Zelloberfläche hinaus und kommen früher mit extrazellulären Substanzen
zusammen. Um einen direkten Vergleich zwischen beiden Anteilen zu ziehen, wurden die
Synaptosomen nach der Methode von Folch in Protein- und Lipidanteile getrennt und diese
jeweils einzeln ins Medium gegeben (Folch et al., 1957).
Abb. 16 zeigt, daß alle drei Komponenten in der Lage waren, bA zu binden und dessen
Toxizität zu blocken. Um auszuschließen, daß Protein die Lipidfraktionen verunreinigt, habe
ich diese auf ihren Proteingehalt untersucht. Er betrug zirka 1% des ursprünglichen
Proteingehalts der Synaptosomen für die geladene Lipidfraktion und war unterhalb der






























Abb. 16: Block der Toxizität von b A durch vorherige Zugabe der nach Folch
preparierten Protein- (Prot) bzw. Lipidbestandteile (NLip=Glykolipide mit vier Sacchariden,
Phospholipide und neutrale Lipide; CLip=Neutrale Lipide mit vier und mehr Sacchariden
und Ganglioside) von Rattenhirnsynaptosomen (Syn; 600ng/ m l) ins Medium. Für alle
Datenpunkte wurden mindestens drei Experimente in Vierfachbestimmung durchgeführt (* für
p<0,05; ** für p<0,01: gepaarter t-Test).
Dieses Ergebnis konnte unter Verwendung von PC12 Zellmembranen an Stelle der
Synaptosomen bestätigt werden (Abb. 17). Diese bzw. deren Protein/Lipidbestandteile wurden




























Abb. 17: Block der Toxizität von b A durch vorherige Zugabe der nach Folch
preparierten Protein-(Prot) bzw. Lipidbestandteile (Lip) von PC12 Zellmembranen (PCMem;
3300 Zellen/ m l) ins Medium. Für alle Datenpunkte wurden mindestens drei Experimente in
Vierfachbestimmung durchgeführt (* für p<0,05; ** für p<0,01: gepaarter t-Test).
Um weiter zu ermitteln, welchen Anteil Proteine an der bA-Bin ung von Synaptosomen
ausmachen, wurden diese entweder Hitze oder Proteolyse und Hitze ausgesetzt, wodurch
unspezifisch Protein denaturiert bzw. in kürzeste Bruchstücke zerlegt wird. Danach wurden die





































Abb. 18: Beständigkeit der b A-Bindungsfähigkeit von Synaptomen (Syn) gegen Hitze
(Syn+Hitze; 90oC, 10 Minuten) oder Hitze und Proteolyse (Syn+PK; 1mg/ml Proteinase K).
Nach der Behandlung der Synaptosomen wurde Proteinase K inaktiviert, die Synaptosomen
ins Medium gegeben und die b A Toxizität bestimmt. Für alle Datenpunkte wurden mindestens
drei Experimente in Vierfachbestimmung durchgeführt (* für p<0,05; ** für p<0,01:
gepaarter t-Test).
Obwohl die von den Synaptosomen nach Folch abgetrennte Proteinfraktion eine deutliche 
bA Bindung aufwies (Abb. 16 und 17), hatte überraschenderweise weder Proteolyse noch
Hitze einen Effekt auf diese Bindung (Abb. 18).Eine mögliche Erklärung ist, daß Protein zwar
nicht direkt an der bA-Bindung beteiligt ist, aber eine indirekte Rolle für die bA Bin ung
spielt.
Um zu testen, ob Proteine Träger für andere, nicht proteinhaltige Substanzen sind, die bA
an die Membranen binden, wurden die mit Protease-behandelten Synaptosomen durch
Zentrifugation von den dadurch gelösten Molekülen getrennt. Nun war ein Effekt der
Proteolyse sichtbar. Die Synaptosomen verloren einen Teil ihrer bA-Bindung und gleichzeitig




























Abb. 19: Freisetzung löslicher b A-bindender Bestandteile aus Synaptosomen durch
Proteolyse. Synaptosomen wurden mit Proteinase K (1mg/ml) inkubiert, die Proteinase
inaktiviert, die Synaptosomenbestandteile durch Zentrifugation getrennt, ins Medium
gegeben, und die b A Toxizität bestimmt. Pe, zentrifugierbare Synaptosomenbestandteile nach
0 Stunden Inkubation mit Proteinase K; PK-Pe, zentrifugierbare Synaptosomenbestandteile
nach 4 Stunden Inkubation mit Proteinase K; Sol, lösliche Synaptosomenbestandteile nach 0
Stunden Inkubation mit Proteinase K; PK-Sol, lösliche Synaptosomenbestandteile nach 4
Stunden Inkubation mit Proteinase K. Für alle Datenpunkte wurden mindestens drei
Experimente in Vierfachbestimmung durchgeführt (* für p<0,05; ** für p<0,01 bezüglich der
jeweils unbehandelten Fraktion: gepaarter t-Test).
Eine mögliche Erklärung ist, daß die Kohlenhydratanteile der Proteine durch den Verlust
ihres Proteinankers freigesetzt wurden und bA ba en. Die nach Proteolyse verbleibende bA-
Bindung der Synaptosomen könnte durch den Kohlenhydratanteil der Glykolipide zustande
kommen, was zu der Ergebnissen der Folch-Fraktionierung (Abb. 16 und 17) paßt. Eine
andere Möglichkeit besteht darin, daß durch Proteinase K Peptidfragmente freigesetzt werden
und diese bA binden. Allerdings ist die Aminosäurenspezifität von Proteinase K so gering, daß
die aus der Proteolyse resultierenden Bruchstücke wahrscheinlich zu klein dafür sind.
Außerdem weist die Hitzeunempfindlichkeit der bA-Bindung von Synaptosomen (Abb. 18)
auch auf die Beteiligung von Kohlenhydraten und nicht von Proteinen hin.
Die restliche Bindungsaktivität der Synaptosomen nach Proteolyse könnte auch durch
Lipide ohne Kohlenhydratanteil oder durch noch vorhandene membrannahe und damit
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eventuell proteasenunzugängliche Proteinreste zustande kommen. Letzteres kann mit diesem
Ansatz nicht ausgeschlossen werden. Um auszuschließen, daß Lipide ohne Kohlenhydratanteil
für die bA-Bindung in der Zellmembran verantwortlich sind, haben wir Liposomen aus den vier
wichtigsten Lipiden der neuronalen Zellmembran in einem physiologischem Verhältnis ins
Medium gegeben und dann die bA Toxizität getestet (Abb. 20). Bis zu einer toxischen Dosis
von 3mg/ml Medium, also dem fünffachen der Lipiddosis, die aus Synaptosomen extrahiert





















Abb. 20: Dosis-Wirkungskurve von Liposomen (36% Phosphatidylcholin, 36%
Phosphatidylethanolamine, 10% Phosphatidylserin und 18% Cholesterin) auf die PC12
Zellviabilität ohne (geschlossener Kreis) oder mit (offener Kreis) 100nM b A. Die
Datenpunkte entsprechen Werten aus Vierfachbestimmungen in einem einzelnen Experiment.
Zusammengefaßt weisen diese Daten indirekt auf eine Beteiligung von an Protein oder
Lipid gebunden Kohlenhydraten, nicht aber von Protein oder Lipid allein, an der Bindung von 
bA auf der Zellmembran hin.
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4.3. Kompetition um b-Amyloid zwischen PC12 Zellen und
Kohlenhydraten im Medium
Um direkt zu zeigen, daß Kohlenhydrate in Lage sind, bA zu binden und dessen Toxizität
zu blocken, wurden verschiedene Kohlenhydrate ins Zellkulturmedium gegeben und darauf hin
die bA Toxizität gemessen. Drei Polysaccharide haben sich als besonders wirkungsvoll
erwiesen: Heparin, Heparan Sulfat und Chondroitin Sulfat (Abb. 21-23). Die Konzentration,
die für eine Reduktion der Toxizität von 100n bA um fünfzig Prozent nötig war, betrug 50pg/
ml, 1ng/ml und 50ng/ml für die drei Substanzen. Ähnliche Polysaccharide, wie z.B. Keratan
Sulfate, Polysialinsäure und Hyaluronsäure waren selbst in hohen Dosen ohne Wirkung. Auch
die Monosaccharide Glukosamin-6-Sulfat und Sialinsäure oder Sulfat-Ionen waren bis 10mM



















































Abb. 21: Dosis-Wirkungskurve von Heparin im Medium auf die PC12 Toxizität vonb A.
Für alle Datenpunkte wurden mindestens drei Experimente in Vierfachbestimmung












































Abb. 22: Dosis-Wirkungskurve von Heparan Sulfat im Medium auf die PC12 Toxizität
von b A. Für alle Datenpunkte wurden mindestens drei Experimente in Vierfachbestimmung





























Abb. 23: Dosis-Wirkungskurve von Chondroitin Sulfat im Medium auf die PC12 Toxizität
von b A. Für alle Datenpunkte wurden mindestens drei Experimente in Vierfachbestimmung




























Abb. 24: Dosis-Wirkungskurve von Keratan Sulfat im Medium auf die PC12 Toxizität
von b A. Für alle Datenpunkte wurden mindestens drei Experimente in Vierfachbestimmung




























Abb. 25: Dosis-Wirkungskurve von Hyaluronsäure im Medium auf die PC12 Toxizität
von b A. Für alle Datenpunkte wurden mindestens drei Experimente in Vierfachbestimmung



























Abb. 26: Dosis-Wirkungskurve von Polysialinsäure im Medium auf die PC12 Toxizität
von b A. Für alle Datenpunkte wurden mindestens drei Experimente in Vierfachbestimmung





























Abb. 27: Dosis-Wirkungskurve von Protamin im Medium auf die PC12 Toxizität von b A.
Für alle Datenpunkte wurden mindestens drei Experimente in Vierfachbestimmung




























Abb. 28: Wirkung von 10mM Sialinsäure (NANA), Natiumsulfat (SO4), l-Arginin (l-Arg)
oder Glukosamin-6-Sulfat (Gln-6-S) im Medium auf die PC12 Toxizität von b A. Für alle
Datenpunkte wurden mindestens drei Experimente in Vierfachbestimmung durchgeführt (* für
p<0,05: ** für p<0,01; gepaarter t-Test).
Eine Gemeinsamkeit der drei Substanzen mit bA-Bindung ist, abgesehen von ihrer
Eigenschaft als Polysaccharid, die Sulfatierung. Sie beträgt 11,9% für Heparin, 10,2% für
Heparan Sulfat und 5,1% für Chondroitin Sulfat. Die Substanz mit der stärksten Sulfatierung
band also auch bA am stärksten, und umgekehrt. Hyaluronsäure, wie die drei anderen
Substanzen ein stark negativ geladenes unverzweigtes Polysaccharid vom Typ der
Glykosaminoglykane, besitzt keinerlei Sulfatgruppen und war auch nicht wirksam. Dasselbe
gilt für Polysialinsäure, welche zwar kein Glykosaminoglykan, aber stark negativ geladen und
unverzweigt ist. Eine Ausnahme von dieser Regel ist Keratan Sulfat, ein sulfatiertes
Glykosaminoglykan, das bA-Toxizität bis zu Dosen von 250ng/ml nicht blocken konnte. Eine
mögliche Erklärung für diese Diskrepanz wäre ein Einfluß der Saccharide selbst, die sich für
die einzelnen Glykosaminoglykane unterscheiden. Der Heparin Antagonist Protamin war
ebenfalls in der Lage, bA-Toxizität zu blocken; vermutlich durch Bindung an Heparan Sulfat
auf der Zelloberfläche. l-Arginin, der Hauptbestandteil von Protamin, konnte keinen Effekt
erzielen.
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Zusammenfassend läßt sich sagen, daß sulfatierte unverzweigte Polysaccharide aber nicht
unsulfatierte Polysaccharide, sulfatierte Monosaccharide oder Sulfat-Ionen allein in der Lage
sind, bA zu binden und dessen Toxizität zu blocken. Ob diese auch tatsächlich auf der
Zellmembran an der Vermittlung von bA Toxizität beteiligt sind, muß aber direkt durch
Manipulation der durch bA zu schädigenden Zelle gezeigt werden, da bA diese Moleküle
eventuell gar nicht bindet oder diese keinen Toxizitätseffekt vermitteln.
Substanz EC 50 % SO4
Heparin 50pg/µl 11.9
Heparan Sulfat 1ng/µl 10.2
Chondroitin Sulfat 50ng/µl 5.1








Tabelle 1: Übersicht der Substanzen, die ins Medium gegeben wurden, um b A zu binden.
Angegeben sind die Dosen, die ungefähr einen halbmaximalen Block von 20 Stunden 100nM
b A Toxizität erzielten. Der Schwefelanteil bezieht sich auf die Angaben des Herstellers.
4.4. Sulfatierung der PC12 Zelle und b-Amyloid Toxizität
Die Sulfatierung von Kohlenhydraten der Glykoproteine oder Glykolipide und von
Tyrosinresten bestimmter Proteine findet im Golgiapparat statt. Chlorat hemmt die Bildung der
aktiven Form von Sulfat, 3'-Phosphoadenylylphosphosulfat und somit den Sulfateinbau in diese
Makromoleküle (Baeuerle und Huttner, 1986).
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Vorinkubation der PC12 Zellen mit 25 oder 50mM Natriumchlorat hatte einen 65 bzw.
80-prozentigen Block der bA Toxizität zur Folge (Abb. 29). Da wir nicht mit sulfatfreiem
Medium arbeiteten, Serum aber beträchtliche Mengen an Sulfat enthält und es sich um eine































Abb. 29: Wirkung der Hemmung der zellulären Sulfatierung durch Vorinkubation der
PC12 Zellen mit Natriumchlorat fur 20 Stunden in den angegebenen Dosen auf die b A
Toxizität. Für alle Datenpunkte wurden mindestens drei Experimente in Vierfachbestimmung
durchgeführt (* für p<0,05; ** für p<0,01: gepaarter t-Test).
Eine Möglichkeit der Quantifizierung von zellulärer Sulfatierung besteht darin, den Einbau
von radioaktivem [35S] Sulfat zu verfolgen, wofür die technischen Vorrausstzungen aber nicht
gegeben waren. Humpries und Sibert erreichten durch 16-stündige Inkubation mit 30mM
Natriumchlorat in normalem Medium (0,4mM Sulfat, 20% Serum) eine 90- bzw. 65-
prozentige Hemmung der Chondroitin bzw. Heparan Sulfat Sulfatierung in Endothelzellen
(Humphries und Silbert, 1988).
Alternativ zur Hemmung der Neusulfatierung kann mit dem sulfatabspaltenden Enzym
Sulfatase bereits bebildetes Sulfat von Molekülen der Zelloberfläche abgespalten werden. Wie
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aus Abb. 30 hervorgeht, hatte auch dies eine Hemmung der bA Toxizität zur Folge. Maximal





























Abb. 30: Dosis-Wirkungskurve derHemmung der b A Toxizität durch Desulfatierung der
PC12 Zelloberfläche. Nach Inkubation der PC12 Zellen (1000 Zellen/m l) mit Sulfatase in den
angegebenen Dosen wurden die Zellen 1:10 in Medium verdünnt und die b A Toxizität
gemessen. Für alle Datenpunkte wurden mindestens drei Experimente in Vierfachbestimmung
durchgeführt (* für p<0,05; ** für p<0,01: gepaarter t-Test).
Dies bestätigt die Ergebnisse aus Abb. 29, wenngleich der Effekt nicht so ausgeprägt war.
Grund dafür könnte sein, daß die Enzymdosis noch nicht ausgereizt war, was auch der noch
ansteigende Verlauf der Dosiskurve nahelegt. Außerdem ist anzunehmen, daß eine
enzymatische Behandlung der Zelloberfläche nicht so effektiv wie eine Hemmung der
Neusynthese ist, da die Zelloberfläche nicht überall voll zugänglich ist und bereits gebildete
Moleküle im Zellinnern rasch nachgeliefert werden können.
Für Abb. 29 und 30 zusammengefaßt bedeutet dies, daß ein sulfatiertes
Zelloberflächenmolekül bA Toxizität in der PC12 Zelle vermittelt.
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4.5. Kohlenhydrate der PC12 Zelle und b-Amyloid Toxizität
Von den drei Möglichkeiten der zellulären Sulfatierung (siehe oben) wurde die der
Tyrosinsulfatierung für weitere Studien aus zwei Gründen außer Acht gelassen. Wie bereits
gezeigt wurde, sind Kohlenhydrate für die Bindung von bA an die Zellmembran nötig, können 
bA binden und so bA-Toxizität hemmen.
Kohlenhydrate sind entweder N- oder O-glykosidisch mit Asparagin bzw. Serin/Threonin
an Glykoproteinen oder an Glykolipde gekoppelt. Die verschiedenen Verbindungen












Tabelle 2: Übersicht der verankernden Monosaccharide der verschiedenen
Glykosylierungsformen.
Bestimmte modifizierte Monosaccharide sind in der Lage, die Glykosylierung von Lipiden
und Proteinen im Golgiapparat zu hemmen, indem sie mit dem Verankerungssaccharid
kompetitieren. Sie dienen als Substrat für die Synthese der entsprechenden Kohlenhydratkette,
können aber aufgrund einer Modifikation nicht mit dem Protein- bzw. Lipidgrundgerüst
verbunden werden. So ist z.B. para-Nitrophenyl-b-D-Xylopyranosid (pNP-b-Xyl) in der Lage,
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die Kopplung von Glykosaminoglykanen (GAG) (Heparan Sulfat, Chondroitin Sulfat und
Dermatan Sulfat) an das Proteingrundgerüst spezifisch zu verhindern (Rapraeger, 1989).
Dasselbe gilt für pNP-a-GalNAc und die Synthese von O-glykosylierten nicht-GAG
Glykoproteinen (Kuan et al., 1989). Für Glykolipide haben sich pNP-a-Xyl und pNP-b Xyl
durch die Hemmung der Glukosylceramidsynthese als wirksam herausgestellt (Freeze et al.,
1993).
Aus Abb. 31 ist ersichtlich, daß die Vorinkubation von PC12 Zellen mit pNP-b-Xyl einen
dosisabhängigen und fast vollständigen Block der bA-Toxizität hervorrief. Dies läßt sich gut
mit den Daten von Rapraeger (1989) in Einklang bringen, der fand, daß pNP-b-Xyl ie






























Abb. 31: Dosis-Wirkungskurve der Hemmung der Toxizität von b A durch Hemmung der
zellulären Glykosaminoglykan-Glykosylierung durch para-Nitro-b -D-Xylopyranosid (pNP-b -
Xyl). pNP- b -Xyl wurde in den angegebenen Dosen für 20 Stunden ins Medium der PC12
Zellen gegeben. Dann wurde die b A Toxizität gemessen. Für alle Datenpunkte wurden
mindestens drei Experimente in Vierfachbestimmung durchgeführt (* für p<0,05; ** für
p<0,01: gepaarter t-Test).
Die Spezifität der Synthesehemmung mit pNP-b-Xyl wurde dadurch überprüft, daß alle
anderen pNP-modifizierte Monosaccharide, die ein Ankersaccharid darstellen können (siehe
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Tabelle 2), auf ihre Wirkung bezüglich der bA Toxizität überprüft wurden. Erwartungsgemäß
















































Abb. 32: Einfluß verschiedener pNP-Monosaccharide auf die b A Toxizität. pNP-
Monosaccharide wurden in einer Konzentration von 4mM für 4 Stunden ins Medium der
PC12 Zellen gegeben. Dann wurde die b A Toxizität gemessen. Für alle Datenpunkte wurden
mindestens drei Experimente in Vierfachbestimmung durchgeführt (* für p<0,05; ** für
p<0,01: gepaarter t-Test).
Um auszuschließen, daß die Hemmung der bA-Toxizität dadurch zustande kommt, daß
unter der pNP-b-Xyl Inkubation vermehrt GAG-Ketten ins Medium abgegeben werden und
diese bA binden, wurden die Medien der pNP-b-Xyl behandelten und unhandelten Zellen
ausgetauscht und anschließend bA zugegeben. Abb. 33 zeigt, daß der Effekt von pNP-b-Xyl






























Abb. 33: Effekt auf die b A Toxizität durch: pNP-b -Xyl Vorinkubation der PC12 Zellen
ohne Mediumtausch (Zell+Med), Zellkulturmedium von pNP-b -Xyl vorinkubierten Zellen auf
unbehandelten PC12 Zellen (Med), und Zellkulturmedium von unbehandelten PC12 Zellen
auf pNP- b -Xyl vorinkubierten PC12 Zellen (Zell). pNP- b -Xyl wurde in einer Konzentration
von 4mM für 20 Stunden zu den PC12 Zellen ins Medium gegeben. Dann wurde die
entsprechenden Medien ausgetauscht und die b A-Toxizität gemessen. Für alle Datenpunkte
wurden mindestens drei Experimente in Vierfachbestimmung durchgeführt (* für p<0,05; **
für p<0,01: gepaarter t-Test).
Für Abb. 29-33 bedeutet dies, daß die Kohlenhydrate, die die bA Toxizität auf der
Zellmembran der PC12 Zelle vermitteln, vom Typ der Glykosaminoglykane (GAG) sind, und
zwar Heparan Sulfat, Chondroitin Sulfat oder Dermatan Sulfat, da diese über b-Xylose an ih
Trägerprotein gekoppelt sind.
Für alle drei GAG gibt es spezifische Enzyme, die im folgenden dazu eingesetzt wurden,
jeweils eines davon von der PC12 Zelloberfläche zu entfernen. Abb. 34 zeigt, daß
Vorinkubation der PC12 Zellen mit Chondroitinase, Dermatanase und Keratanase ohne Effekt
blieben, während Heparinase eine Reduktion der bA Toxizität von zirka 30 Prozent brachte.
Daß dieser Effekt nicht vollständig war, kann, wie bereits für Sulfatase erläutert, an der
mangelnden Zugänglichkeit der Zelloberfläche für das Enzym oder an der raschen Neusynthese
nach Nachlassen der Enzymwirkung liegen. Außerdem ist Heparinase nicht in der Lage, jede
glykosidische Bindung innerhalb von Heparan Sulfat zu lösen (Nader et al., 1987). Das
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Ergebnis diese Experiments bestätigt jedoch, daß ein GAG (HS) tatsächlich bA Toxizität in
der PC12 Zelle vermittelt, und zeigt, daß von den verschiedenen GAGen ausschließlich
Heparan Sulfat für eine Vermittlung der bA-Toxizität auf PC12 Zellen in Frage kommt. Dies
wurde bereits durch die höchste bA Affinität von Heparan Sulfat im Vergleich zu den anderen


























Abb. 34: Effekt enzymatischer Abspaltung verschiedener Glykosaminoglykane von der
PC12 Zelloberfläche auf die b A Toxizität. Nach Inkubation der PC12 Zellen (1000 Zellen/m l)
mit Chondroitinase/Dermatanase (C'ase/D'ase, 666mIU/ml), Heparinase (H'ase, 133mIU/ml),
oder Keratanase (K'ase, 75mIU/ml) wurden die Zellen 1:10 in Medium verdünnt, und die b A
Toxizität gemessen. Für alle Datenpunkte wurden mindestens drei Experimente in
Vierfachbestimmung durchgeführt (* für p<0,05; ** für p<0,01: gepaarter t-Test).
Da 99 Prozent der Glykoprotein-Kohlenhydrate in PC12 Membranen (90 Prozent im
Gehirn) N-glykosidisch verknüpft sind (Margolis et al., 1983), und gute technische
Voraussetzungen dafür vorhanden sind, wurde trotz der negativen Ergebnisse mit pNP-b-
GalNAz und der fast vollständigen Hemmung der bA Toxizität mit Hemmstoffen der
Sulfatierung und Proteoglykansynthese nochmals der Einfluß von N-Glykosylierung auf die b
A-Toxizität getestet. Wie aus Abb. 34 hervorgeht, hat weder eine Synthesehemmung noch
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Abb. 35: Effekt der Hemmung der zellulären N-Glykosylierung durch Tunikamyzin (Tun,
1m g/ml) oder enzymatischer Abspaltung N-glykosylierter Kohlenhydrate durch N-Glykanase
(N-Gly'ase, 333mIU/ml) von der PC12 Zelloberfläche auf die b A Toxizität. Nach Inkubation
der PC12 Zellen (100 Zellen/m l) mit Tunikamyzin, oder nach Inkubation der PC12 Zellen
(1000 Zellen/m l) mit N-Glykanase und 1:10 Verdünnung in Medium, wurde die b A Toxizität
gemessen. Für alle Datenpunkte wurden mindestens drei Experimente in Vierfachbestimmung
durchgeführt (* für p<0,05; ** für p<0,01: gepaarter t-Test).
Aus den in Abb. 29-35 gezeigten Ergebnissen kann man folgern, daß Heparan Sulfat, nicht
aber andere GAG oder andere Kohlenhydrate auf der Zelloberfläche der PC12 Zelle, bA-
Toxizität vermittelt.
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4.6. Membranverankerung des PC12 Rezeptors für b-Amyloid
Zwei Familien von zellmembranverankerten Heparan Sulfaten sind bekannt, Syndekane
und Glypikane. Sie unterscheiden sich in ihrem Proteingrundgerüst, was u.a. eine
unterschiedliche Membranverankerung zur Folge hat. Syndekane sind integrale
Membranproteine mit einer membranspannenden Domäne, während der Proteinanteil der
Glypikane über einen Glykosylphosphatidylinositol-Anker an ein membranspannendes Lipid




























Abb. 36: Effekt unspezifischer enzymatischer Abspaltung von Protein durch Trypsin
(Trp; 60IU/ml, 3000 Zellen/ m l) oder spezifischer enzymatischer Abspaltung
Glykosylphosphatidylinositol verankerter Proteine durch Phosphatidylinositol-spezifische
Phospholipase C (PIPLC; 1mIU/ml, 100 Zellen/ m l) von der PC12 Zelloberfläche auf die b A
Toxizität. Nach Inkubation der PC12 Zellen mit Trypsin oder PIPLC und Verdünnung auf 100
Zellen/µl in Medium wurde die b A Toxizität bestimmt. Für alle Datenpunkte wurden
mindestens drei Experimente in Vierfachbestimmung durchgeführt (* für p<0,05; ** für
p<0,01: gepaarter t-Test).
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Das Enzym Phosphatidylinositol-spezifische Phospholipase C (PIPLC) spaltet spezifisch
Glykosylphosphatidylinositol-Anker und zeigte einen Effekt von fast 40% Hemmung der bA-
Toxizität (Abb. 36). Da andere enzymatische Zelloberflächenbehandlungen in unseren
Experimenten keinen größeren Effekt erzielten (Abb. 30 und 34) und selbst eine grobe
Behandlung der Zelloberfläche mit Trypsin bei nur 60% lag, kann man von einer Beteiligung
von Glypikan und nicht Syndekan bei der Vermittlung der bA-Toxizität in der PC12 Zelle
ausgehen, zumal das vorherrschende Heparan Sulfat in diesem Zelltyp eine Größe von 65 kD
im Western Blot hat, was der Größe von Glypikan entspricht (Gowda et al., 1989). Obwohl
auch andere GPI-verankerte Proteine abgespalten werden, bestätigt der Effekt von PIPLC die
bisherigen Ergebnisse einer Beteiligung von Heparan Sulfat bei der bA-Toxiz tät.
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5. Diskussion
5.1. Relevanz der Entdeckung
Mit der vorliegenden Arbeit wurde indirekt gezeigt, daß das glykosylphosphatidylinositol-
verankerte Heparan Sulfat Glypikan als bA Rezeptor der PC12 Zelle fungiert. Ich möchte
zunächst drei Einschränkungen bezüglich der Relevanz der vorgelegten Ergebnisse machen:
1. Eingeschränkte Übertragbarkeit der PC12 Zellkultur auf die Vorgänge im Alzheimer-
Gehirn.
2. Fehlender direkter Nachweis der Beteiligung von Glypikan an der bA-Toxizität in der
PC12 Zelle und fehlender Ausschluß anderer Rezeptoren, sondern Beweisführung
aufgrund komplementärer Experimente.
3. Beschränkung auf die direkte Zelltoxizität von bA und MTT-Reduktion als
Meßparameter.
Die Bedeutung dieser Studie hängt also von einer weiteren Einordnung in die
pathologischen Befunde im Alzheimer-Gehirn, weiteren Ansätzen der Hemmung der
Glypikanexpression und anderen Modellen der bA-Toxizität ab. Die Strategie, mit deren Hilfe
in diesem System nicht nur die Existenz eines Rezeptors, der bA-Toxizität vermittelt,
nachgewiesen sondern dieser auch identifiziert wurde, war erfolgreich. Das Ergebnis kann nun
als Grundlage für weitere Schritte dienen, und somit oben genannte Einschränkungen bestätigt
oder ausgeräumt werden.
Die Bedeutung von Glypikan als Rezeptor, der bA-Toxizität vermittelt, ist mehrfach:
1. Eine Beteiligung von Heparan Sulfat an der Pathogenese der AK wurde bereits in
mehrfacher Hinsicht vorgeschlagen, bislang allerdings beschränkt auf Bindung von bA/bP oder
AVP und auf das matrix- und nicht zell-assoziierte Heparan Sulfat Perlekan. Eine Funktion des
Heparan Sulfats Glypikan als bA-Rezeptor eröffnet neue Interpretationsmöglichkeiten für das
Auffinden von Heparan Sulfat in Alzheimer-Läsionen im Gehirn.
2. Da die Verteilung von bA-Ablagerungen im Alzheimer-Gehirn nicht der Verteilung der
synaptischen oder neuronalen Untergänge entspricht, herrscht an dieser Stelle
Erklärungsbedarf. Die Verteilung des Rezeptors könnte hier hilfreich sein und bei guter
Übereinstimmung mit der Verteilung des Schadens ein weiteres Argument für die Bedeutung
der bA-Toxizität bei der AK und des Rezeptors selbst liefern. Außerdem könnte die
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zelltypenspezifische Expression des Rezeptors die zelltypenspezifische Toxizität von bA in
vitro erklären.
3. Die Kaskade von zellulären Folgeereignissen der bA-I teraktion kann bei Kenntnis des
initialen Ereignisses der Rezeptorbindung besser verfolgt und verstanden werden.
4. Da die Aminosäuren 13-16 von bP, die die Heparan Sulfat Bindungssequenz enthalten,
für die Aktivierung von Mikroglia durch bA notwendig sind, ist möglich, daß Glypikan auch
als bA-Rezeptor für die Aktivierung von Mikroglia fungiert.
5. Es besteht die Möglichkeit, obwohl zu diesem Zeitpunkt noch spekulativ, daß Glypikan
auch an der Bildung der neurofibrillären Bündel (NFB) beteiligt ist. Die Hypothese stützt sich
einerseits auf die Tatsache, daß Heparan Sulfat entscheidend für die Bildung der gepaarten
helikalen Filamente, dem Gründgerust der NFB ist. Andererseits lassen sich aus der
anatomischen Verteilung der NFB im Alzheimer-Gehirn und der Verteilung der Glypikan
mRNA im Rattenhirn Parallelen ziehen, die dies nahelegen.
6. Eine therapeutische Intervention auf Rezeptorebene wäre bei Bestätigung der Rolle von
Glypikan als bA-Rezeptor im Alzheimer-Gehirn sinnvoll. Andere therapeutische Ansätze, die
von einer pathogenetisch bedeutsamen Rolle von bA ausgehen, beinhalten monoklonale
Antikörper gegen bA, Verringerung der bP-Produktion durch Beinflußung der AVP-
schneidenden Sekretasen, Steigerung des Abbaus von bP durch spezifische Proteasen,
Verhinderung der Aggregation von bP zu bA durch bP-bindende Stoffe wie Apolipoprotein J,
und Dämpfung der Folgen von bA auf Neuronen oder Glia, z. B. durch Apoptose- oder
Entzündunghemmer.
5.2. Einordnung in die Biologie verschiedener Heparan Sulfate
HS wurde in bP/A-Ablagerungen (parenchymatös und vaskulär) und in NFB
nachgewiesen. Während die Bedeutung von bA für die Pathogenese der AK aufgrund der
genetischen, Tiermodell- und Zellkulturdaten angenommen werden kann, ist die Rolle der
extrazellulär abgelagerten Plaques aufgrund der Größe und der schlechten Korrelation mit dem
synaptischen oder neuronalen Schaden für die Pathogenese der AK umstritten. Alternativ
kommen bA-Oligomere als Pathogene in Betracht, die allerdings von Plaques freigesetzt
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werden könnten. Eine Bedeutung der NFB als Zeichen oder sogar Trigger des bevorstehenden
neuronalen Zelltods wird angenommen, auch wenn sie nicht spezifisch für die AK sind. Die
Bedeutung des HS-Gehalts von NFB ist in jüngster Zeit in den Vordergrund gerückt. HS ist
möglicherweise ursächlich an der NFB-Bildung beteiligt. (Goedert et al., 1996). Als HSPG in 
bP/A-Ablagerungen im Alzheimer-Gehirn wurde Perlekan identifiziert, das HSPG der NFB
konnte bislang nicht identifiziert werden (Snow et al., 1988; Snow et al., 1990).
In einer PG Analyse von PC12 Zellen wurde nur ein HSPG durch Analyse von
[3H]Leuzin-markierten Proteinen gefunden (Gowda et al., 1989). Die Proteingröße von 65kD
und Menge der mRNA (Litwack et al., 1994) weisen darauf hin, daß es sich um Glypikan
handelt. Die ist einerseits eine Bestätigung unserer Ergebnisse, andererseits wirft es die Frage
auf, ob im ZNS andere HSPG, die nicht in der PC12 Zelle vertreten sind, eine Rolle spielen.
Perlekan wurde mit einem monoklonalen Antikörper als ein HSPG in bP/A Ablagerungen
identifiziert (Snow et al., 1988, Snow et al., 1994b). Perlekan ist ein HSPG, das in der
Basalmembran aller Gewebe einschließlich ZNS gefunden wird (Kato et al., 1988). Unklar ist,
wodurch die zerebrale Spezifität der Gefäßablagerung von bP/A zusta dekommt, da dies nicht
dem Expressionsmuster von Perlekan entspricht. Da Perlekan nicht neuronal exprimiert wird
(Maresh et al., 1996), stellt sich weiterhin die Frage, wie Perlekan in parenchymatöse bA-
Plaques gelangt. Wie diese Antikörperstudien noch zeigen, ist Perlekan nicht an der Bildung
von NFB beteiligt.
Herndon und Lander haben umfassend die Expression von Proteoglykanen im Rattenhirn
am Ende der Embryonalzeit (E18), bei Geburt, und im Erwachsenenalter mit Isolation durch
Anionenaustausch-Chromatographie und Analyse im Western Blot untersucht (Herndon und
Lander, 1990). Unter den 16 membrangebundenen Proteoglykanen des Rattenhirns waren acht
Chondroitin und acht Heparan Sulfat Proteoglykane (HSPG). Im adulten Rattenhirn wurden
nur Glypikan und ein bisher nicht identifiziertes HSPG (M14) mittelgradig exprimiert, die
anderen wenig bis gar nicht. Unabhängig von dieser Studie sind zwei weitere ZNS-spezifische
HSPG bekannt, Zerebroglykan und N-Syndekan, die allerdings im Erwachsenenalter kaum
bzw. gar nicht im ZNS exprimiert werden (Herndon und Lander, 1990; Stipp et al., 1994;
Carey et al., 1992). Glypikan ist also auch im ZNS ein guter Kandidat als Rezeptor, der die
neuronale bA-Toxizität vermittelt.
Bei der Analyse der Expression von Glypikan im ZNS der Ratte mit Hilfe von in Situ
Hybridisierung fällt eine Parallelität zur Verteilung der NFB im Alzheimer-Gehirn auf (Tabelle
3). Glypikan wird ausschließlich in Projektionsneuronen exprimiert, die verschiedene
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Hirnareale miteinander verbinden. In Neuronen, die lokale Verbindungen eingehen (z. B.
Schicht 4 im Isokortex) und in Gliazellen ist keine mRNA für Glypikan nachweisbar. Die
Verteilung der NFB zeichnet sich durch ebenfalls durch den bevorzugten Befall von
Projektionsneuronen aus, während Neuronen lokaler Schaltkreise und Glia verschont bleiben
(Braak und Braak, 1991). Das Kleinhirn, in dem Projektionsneuronen kein Glypikan
exprimieren, bildet auch keine NFB. Diese Parallelität könnte ein Hinweis auf die Beteiligung
von Glypikan bei der NFB-Bildung sein.
Areal Glypikanexpression NFB
Isokortex Schicht 2/3, 5/6 Schicht 2/3, 5/6
Allokortex
Hippokampus Ammonshorn, Ammonshorn, 
Gyrus dentatus Gyrus dentatus
Palaeokortex Septum, Tuber olf., Septum, Bulbus olf.
piriformer Kortex
Amygdala BL, L, BM, Ncl. olf. lat BL, L
Basalganglien Ncl. accumbens
Zwischenhirn
Thalamus AV, LD, AD, Ncl. reuniens, AV, LD, AD, Ncl. reun.
AM, VB, MD, VAL, VPL, MD
Hypothalamus Ncl. paraventr., Ncl. supraopt.Ncl.paraventr.
Hirnstamm Locus coeruleus, Ncl. ruber Locus coeruleus
mot. Hirnnervenkerne
Tabelle 3: Vergleich der Expression von Glypikan im ZNS der Ratte mit der Lokalisation
von NFB im Alzheimer-Gehirn. (Modifiziert, nach Litwack et al., 1994; Braak und Braak,
1991). BL, Basolateral; L, Lateral; BM, Basomedial; B, Basal; AV, Anteriorventral; LD,
Laterodorsal; AD, Anterodorsal; AM, Anteromedial; VB, Ventrobasal; MD, Mediodorsal;
VAL, Ventral anterolateral; VPL, Ventroposterolateral.
Nach Glypikan wurden weitere GPI-verankerte und zu Glypikan weitgehend homologe
Proteoglykane entdeckt und mittlerweile als Glypikanfamile zusammengefaßt (siehe
Einleitung). Als Alternative zu Glypikan bei Beteiligung an der bA-Toxizität scheiden sie
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jedoch alle aus. Zerebroglykan, Oci-5 und K-Glypikan werden nicht im adulten ZNS
exprimiert, und Glypikan 3 ist ein CSPG.
5.3. Einordnung in die Pathologie der Alzheimer’schen Krankheit
Von den vielen Substanzen, die außer bA in den Plaques von Alzheimer-Patienten
gefunden werden, ist HS insofern von besonderer Bedeutung, als daß es schon in den frühesten
Stadien auftritt (Snow und Kisilevsky, 1985; Stenstad et al., 1994). Für die anderen
Proteoglykane Chondroitin Sulfat, Keratan Sulfat und Dermatan Sulfat scheint dies nicht der
Fall zu sein (Snow et al., 1992; DeWitt et al., 1993; Snow et al., 1996). Ob eine HS-
Überproduktion, wie z.B. durch Interleukin 1 (Leveugle et al., 1995) oder TGFb1 (Nugent et
al., 1992) in vitro induzierbar, der bA-Ablagerung sogar vorausgeht, ist noch nicht geklärt.
Allerdings lassen sich bei Patienten mit Trisomie 21, die alle verfrüht an der AK erkranken,
bereits bei der Geburt, d.h. Jahre vor Auftreten erster Plaques, intrazelluläre neuronale
Heparan Sulfat Einschlüsse feststellen, die beim Gesunden nicht vorhanden sind (Snow et al.,
1990). Auch wurde eine erhöhte Aktivität der Sulfotransferase bei Alzheimer-Patienten
festgestellt (Zebrower und Kieras, 1993).
Ein Zusammenhang scheint zwischen der Anwesenheit von HS in bP Ablagerungen und
deren Umbildung in bA zu bestehen. Diffuse bP Ablagerungen im Hippokampus, wo auch eine
große Anzahl von bA Plaques entstehen, weisen HS auf, während diffuse bP Ablag rungen im
Kleinhirn, wo fast keine bA Plaques entstehen, kein HS enthalten. Eine mögliche Erklärung
hierfur könnte die Fähigkeit von HS sein, bP vor Proteolyse zu schützen (Gupta-Bansal et al.,
1995; Snow et al., 1994a) oder die Stuktur von Amyloid zu beinflussen (Fraser et al., 1992).
Die Korrelation der parenchymalen bA-Ablagerungen mit dem umliegenden
Gewebeschaden im AK-Gehirn wurde bislang als unzureichend beschrieben. Dies könnte
einerseits an der Quantifizierung von bA Ablagerungen liegen, bei der nicht nur die Zahl der b
P immunoreaktiven Stellen als Maß dienen sollte (Cummings und Cotman, 1995). Eine andere
Möglichkeit besteht darin, daß nicht die in Form von Plaques deponierten bA Fibrillen, sondern
frei flottierende und mit histologischen Methoden nicht erfaßbare bA Mono- Oligomere (Roher
et al., 1996) den Schaden im AK Gehirn anrichten. Eine dritte Möglichkeit besteht darin, daß
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nicht alle Zellen auf bA ansprechen, weil der Rezeptor dafür nicht vorhanden ist. Die
Identifikation von Glypikan ermöglicht, diese Hypothese zu testen. Eine direkte Beteiligung
von Perlekan, dem HSPG, das bisher als einziges in Plaques gefunden gefunden wurde, am
Zellschaden, ist unwahrscheinlich, da es matrix- und nicht membrangebunden ist (siehe
Einleitung).
Die bA-Angiopathie der AK zeichnet sich durch Ablagerung von bA in der Basalmembran
aus. Die Basalmembran von zerebralen Gefäßen ist reich an HS und in der Tat wird HS auch in
den vaskulären bA-Ablagerungen gefunden. Es könnte also sein, daß die spezielle
Prädisposition der Gefäße für bA-Ablagerungen durch den HS Gehalt begründet ist. Perlekan
wird in der Basalmebran gefunden, während Glypikan in der Membran der vaskulären
Endothelzellen sitzt (Mertens e  al., 1992).
NFB, intraneuronale Läsionen, die hauptsächlich aus dem mikrotubulusassoziierten
Protein Tau in Form von gepaarten helikalen Filamenten bestehen, enthalten ebenfalls Heparan
Sulfat. Hyperphosphorylierung von Tau, bislang als die Ursache der NFB Bildung angesehen,
reicht jedoch nicht für die Bildung der gepaarten helikalen Filamenten aus, während Heparin
sowohl die Zusammenlagerung von Tau in gepaarten helikalen Filamenten induziert als auch
Protein Kinasen stimuliert, die Tau phosphorylieren (Goedert et al., 1996; Brandt et al., 1991).
Der Proteinanteil des HSPG in den NFB konnte bislang nicht identifiziert werden. Doch
gerade dieser könnte entscheidende Hinweise auf die Genese dieser Läsionen liefern. Perlekan
scheint nicht in Frage zu kommen, da Untersuchungen mit Antikörpern gegen den Proteinanteil
von Perlekan nur schwache bzw. keine Immunoreaktivitat zeigten (Snow et al., 1988).
Dagegen konnte in Studien mit Antikörpern gegen Heparan Sulfat oder kationischen
Farbstoffen bis auf eine Ausnahme (Snow et al., 1990) die Mehrzahl bzw. alle NFB angefärbt
werden (Snow et al., 1989; Perry et al., 1991; Su et al., 1992; Goedert t al., 1996). Ein
entscheidendes Problem für eine Erklärung der Beteiligung von HS an der NFB Bildung war
bislang, daß man nicht wußte, wie ein extrazelluläres Matrixprotein zu einer intrazellulären
Lokalisation kommt. Dieser scheinbare Widerspruch könnte mit dem Nachweis einer
Beteiligung von Glypikan gelöst werden.
PG PlaqueNFB Zelle Methode Referenz
DS Peripher + Ak Snow et al., 1992
CS Peripher + Ak DeWitt et al., 1993
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KS Peripher - Ak Snow et al., 1996
HS + - PK-Ak HK102 Snow et al., 1988
HS + Alle Farbstoffe Snow  et al., 1989
HS + 10-20% N, O HS-Ak HK249 Snow et al., 1990
HS n.u. + bFGF Bindung Perry et al., 1991
HSPG-Ak
HS + 75% N, G HS+HSPG-Ak Su et al., 1992
HS + n.u. Farbstoffe Snow et al., 1994
PK-Ak HK102
HS-Ak HK249
HS n.u. Alle N HS-Ak 10E4 Goedert et al., 1996
Tabelle 4: Übersicht der Studien über eine Lokalisation von GAG im Alzheimer-Gehirn.
DS, Dermatan Sulfat; CS, Chondroitin Sulfat; KS, Keratan Sulfat; HS, Heparan Sulfat;
HSPG, Heparan Sulfat Proteoglykan; n.u., nicht untersucht; N, Neuron; O, Oligodendrozyt;
G, Glia; PK, Perlekan; Ak, Antikörper.
Außerdem sei erwähnt, daß die Zelloberflächen-Bindung von Apolipoprotein E, einem
zentralen Protein im Fettstoffwechsel des ZNS und aufgrund seines Polymorphismus
Risikofaktor der AK, über membranassoziiertes Heparan Sulfat vermittelt wird (Ji et al.,
1994). ApoE4 ist mit erhöhtem AK Risiko, vermehrter bA-Deposition, verringerter
antioxidativer Potenz und reduziertem Neuritenwachstum assoziiert (Strittmatter et al., 1993;
Rebeck et al., 1993; Miyata et al., 1996; Nathan et al., 1994). Die Stellen des Apo E-
Polymorphismus beinhalten zwar die Heparan Sulfat-Bindungsstellen nicht direkt, aber die
dadurch bedingte Veränderung der Gesamtstruktur von ApoE könnte dennoch eine Rolle
spielen (Abb. 37) (Dong et al., 1994). Die Bindungsstelle von ApoE für bA überlappt nicht mit






Abb. 37: ApoE mit Bindungsstellen für b -Amyloid ( b ), Heparan Sulfat (H), Rezeptor (R),
und Lipoprotein (L); Thrombin Schnittstelle (Thr); Polymorphismus (2/4) (Schulz und
Einhäupl, 1996)
5.4. Einordnung in Daten der in vitro b-Amyloid Toxizität
GPI verankerte Proteine sind im Ruhezustand in glykosphingolipidreichen Domänen der
Zellmembran lokalisiert. Nach Querverknüpfung werden sie in sogenannte Kaveolae
internalisiert. Kaveolae sind flaschenförmige nichtumhüllte Zellmembraninvaginationen, die mit
einer Fülle von Signaltransduktionselementen ausgestattet sind (Lisanti et al., 1994;











Abb. 38: Schema der potentiellen Glypikanlokalisation in glykosphingolipidreichen
Domänen der Zellmembran
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Da die Querverknüpfung von GPI-verankerten Proteinen durch Antikörper oder Lektine
ausgelöst wird, ist es vorstellbar, daß sie auch durch bA ausgelöst werden kann. Würde bA
zwei oder mehr GPI-verankerte Glypikan-Moleküle durch Bindung an die Heparan Sulfat
Seitenketten querverknüpfen, könnte es gemeinsam mit Glypikan in Kaveolae internalisiert
werden, und dort eine Signaltransduktionskaskade in Gang setzen und Toxizität auslösen. Die
im folgenden dargelegten Parallelen zwischen bA-Toxizität und Signal Transduktion von GPI-







Abb. 39: Schema der potentiellen Glypikanaktivierung durch b A.
Sowohl die Querverknüpfung GPI-verankerter Proteine als auch bA bewirkt eine
Aktivierung und eine dadurch bedingt vermehrte TNF und NO Freisetzung in Mikrogliazellen
bzw. Makrophagen (Lund-Johansen et al., 1993; Meda et al., 1995). Für die Mikroglia-bA
Interaktion wurde gezeigt, daß die Aminosäuren 10-16 von bP nötig sind (Giulian et al.,
1996), also der Abschnitt, der die Heparan Sulfat Bindungsstelle 13-16 von bP beinhaltet (684-
687 von AVP, siehe Abb. 1). Ob GPI-verankerte Proteine Toxizität in Neuronen vermitteln
können wurde bislang nicht untersucht.
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GPI-verankerte Proteine sind mit verschiedenen Tyrosin Kinasen assoziiert (LYN, FYN,
LCK, FGR, HCK), und davon kann zumindest HCK durch den Glykananteil des GPI-Ankers
(Man-Man-Man-GlN-Inositol) aktiviert werden (Abb. 39). Der Glykananteil kann durch
enzymatische Spaltung freigesetzt werden. Handelt es sich beim Enzym um die GPI-spezifische
Phospholipase D, entsteht zusätzlich phosphatidische Säure, handelt es sich um die GPI-
spezifische Phospholipase C, entsteht zusätzlich Diazylglyzerin. Diazylglyzerin aktiviert Protein
Kinase C, die zusammen mit Tyrosin Kinasen die NF-kB Transkriptionsfaktorenfamilie
aktiviert, die wiederum die Expression von z.B. Interleukin 1, Interleukin 6, TNF, oder iNOS
steuert (Tachado et al., 1997) (Abb. 40). Phosphatidische Säure kann durch Arachidonsäure in
lysophosphatidische Säure umgewandelt werden, welche wiederum die Tyrosin Kinase FAK
aktiviert. bA Toxizität wird durch Aktivierung von Protein Kinase C und der Tyrosin Kinase
FAK vermittelt, wobei noch weitere Tyrosin Kinasen (z.B. LYN, SYK) durch bA aktiviert
werden (Zhang et al., 1996; McDonald et al., 1997). FAK aktiviert FYN (Cobb et al., 1994),
eine Tyrosin Kinase, die zu 85-95% in Kaveolae lokalisiert ist (Lisanti et al., 1994), mit dem
GPI Anker interagiert (Thomas und Samelson, 1992) und in NFB-haltigen Zellen im
Alzheimer-Gehirn vermehrt vorhanden ist (Shirazi und Wood, 1993).
NF-kB ist ein Transkriptionsfaktor, der aufgrund seiner DNA-bindenden Rel-Region Gene
für Zytokine, Chemokine, Komplementfaktoren, Wachstumsfaktoren und Adhäsionsmoleküle
kontrolliert und als zentrale Regulationsstelle für inflammatorische Reaktionen gesehen wird
(Baeuerle und Baltimore, 1996). NF-kB kann, wie bereits erwähnt, durch das Zusammenspiel
von Glykananteil und Diazylglyzerin aktiviert werden, welche aus GPI-verankerten Proteinen
durch GPI-spezifische Phospholipase C-induzierte Spaltung hervorgehen (Tachado et al.,
1997). Auch bA aktiviert NF-kB (Behl et al., 1994b) und erhöhte NF-kB-Immunoreaktivität
wird im Hippocampus und zerebralen Kortex-Neuronen von Alzheimer-Patienten gefunden
(Terai et al., 1996).
Integrine bilden eine Familie fokal verteilter transmembranöser Zelloberflächenrezeptoren,
die nach niedrig-affiner Interaktion mit der extrazellulären Matrix Signale nach intrazellulär
weitergeben. Dies bewirkt Veränderungen von Aktin Filamenten, Erhöhung des intrazellulären
Kalziums und Aktivierung von Tyrosin Kinasen. b-Integrin bindet bP/A (Sabo et al., 1995)
und AVP (Ghiso et al., 1992) und wird in Kaveolae gefunden (Bohuslav et al., 1995).
Phosphatidyl-3 Kinase, eine Lipid Kinase, die durch niedermolekulare GTPasen aktiviert
wird und sich Integrin-abhängig mit Tyrosin Kinasen assoziiert, wird in Kaveolae gefunden
(Lisanti et al., 1994) und durch bA aktiviert (Luo et al., 1996).
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Der „Straßenkehrerrezeptor“ RAGE und das Gangliosid GM1 werden beide in Kaveolae
gefunden (Lisanti et al., 1994) und beide binden bP/A (Yan et al., 1996, Yanagisawa et l.,
1995).
Protein Kinse C und Casein Kinase II werden sowohl in Kaveolae gefunden als auch durch
bA stimuliert (Chauhan et al., 1991 und 1993).
Intrazelluläres Kalzium gehört zu den elementarsten und vielseitigsten Botenstoffen der
Zelle. bA-Toxizität wird mit Destabilisierung der Kalziumhomöostase in Zusammenhang
gebracht (Mattson et al., 1992). Diese könnte in Kaveolae durch Beeinflussung der dort
gefundenen ATP abhängigen Plasmamembran-Kalziumpumpe oder des IP3-s nsibl n
Kalziumkanals, oder durch Diazylglyzerin-induzierte Ausschüttung von Kalzium aus
intrazellulären Speichern erklärt werden.
Eine verringerte Aktivität der GTPase cp20 wurde in Zellen von AK Patienten oder nach
bA-Behandlung in Kontrollzellen festgestellt (Kim et al., 1995). In Kaveolae findet man











Abb. 40: Schema der durch b A-Glypikan Vernetzung potentiell ausgelösten Signal
Transduktion. NRTK, Nicht-Rezeptor Tyrosin Kinasen; PKC, Protein Kinase C; DAG,
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Diazylglyzerol; RAGE; Rezeptor für fortgeschrittene Glykierungsendprodukte; ROS, reaktive
Sauerstoff Spezies; NF-k B, nukleärer Faktor k B.
Kaveolae wird neben einer Funktion in der Signal Transduktion auch eine Funktion im
intrazellulären Transport zugeschrieben. Sie sind an Potozytose, Endozytose und Transzytose
beteiligt (Schnitzer et al., 1994). Bei der Endozytose unterscheidet man zwischen Klathrin-
beschichteten Vesikeln und Klathrin-freien Kaveolae. Beide werden unabhängig voneinander,
mit unterschiedlicher Kinetik, und in unterschiedliche Endosomen in das Zellinnere
aufgenommen. Aus Studien mit chimären Rezeptoren weiß man, daß der Membrananker
bestimmt, über welchen Endozytoseweg ein Molekül internalisiert wird. GPI-Verankerung
führt zur Internalisierung durch Kaveolae. (Keller et a ., 1992). Unterschiedliche
Endozytosewege wurden auch für transmembranöse und GPI-verankerte HSPG demonstriert
(Yanagishita, 1992), und es ist anzunehmen, daß das GPI-verankerte Glypikan aus Kaveolae
endozytiert wird.
Mikrofilamente sind eines der drei Elemente des Zytoskeletts und bestehen aus Aktin. Sie
sitzen auf der zytoplasmatischen Oberfläche von Kaveolae und sind für die Internalisierung von
GPI-verankerten Proteinen nötig. Die Mikrofilamente werden durch Aktin-assoziierte Proteine
wie z.B. Paxillin und Gelsolin reguliert, die wiederum durch Tyrosin Kinasen aktiviert werden
(Lisanti et al., 1994; Sargiacomo et al., 1993). Depolymerisierung von Aktin blockt sowohl die
bA Toxizität (Furukawa und Mattson, 1995) als auch die Aufnahme querverknüpfter GPI
verankerter Proteine in Kaveolae (Parton et al., 1994).
HS wird endozytiert und zum Teil in den Zellkern transportiert (Ishihara et al., 1986). Im
Alzheimer-Gehirn werden intrazelluläre HS-Ablagerungen in Lipofuszingranula, in NFB und
im Zellkern gefunden (Su et al., 1992; Snow et al., 1990). Da Kaveolae Endozytose und
Transzytose vermitteln (Schnitzer et al., 1994) und Mikrotubuli Schienen für den
Vesikeltransport in das Zellinnere bilden, besteht Grund zur Annahme, daß Glypikan-haltige
Transportvesikel mit Mikrotubuli in Kontakt kommen. Das Mikrotubulus-assoziierte Protein
Tau, der Hauptbestandteil der NFB im Alzheimer-Gehirn, bindet mit dem C-Terminus
Mikrotubili und interagiert mit dem N-Terminus mit anderen Zellbestandteilen. Da Tau
Heparan Sulfat (Goedert et al., 1996) und den membranspannenden Anteil von AVP (Smith et
al., 1995) bindet (siehe Abb. 1), könnte eine direkte Interaktion von Tau, Glypikan und AVP












Abb. 41: Schema der potentiellen Interaktion einer internalisierten Kaveola mit einem
Mikrotubulus. HS, Heparan Sulfat; b A, b -Amyloid; AVP, Amyloid Vorläuferprotein.
5.5. Modell der Pathogenese der Alzheimer’schen Krankheit
Autosomal dominante Mutationen von AVP oder Präsenilin 1 oder 2 führen zur
vermehrten Produktion von bP-Spezies und zur früh einsetzenden familiären AK. bA geht aus
bP hervor und ist der Hauptbestandteil der im Alzheimer-Gehirn abgelagerten Plaques.
Deshalb nehmen AVP und bA eine zentrale Rolle in der Pathogenese der AK ein. Auch bei den
sporadischen Erkrankungsfällen wird bA abgelagert, die Ursache ist jedoch unklar.
81





















Abb. 42: Modell der Pathogenese der Alzheimer’schen Krankheit (AK). PS, Präsenilin;
NFB, Neurofibrilläre Bündel.
Um bP aus dem Vorläuferprotein AVP herauszuschneiden, sind die bislang unbekannten
Enzyme b- und g-Sekretase notwendig, a-Sekretase verhindert die bP Freisetzung. Die
Umwandlung von bP in bA, bei der es sich um eine Konformationsänderung handelt, wird
durch viele Faktoren beeinflußt: pH, Konzentration, C-Terminale Länge, Sequenz, Kofaktoren,
etc..
Die extrazellulär abgelagerten Plaques erreichen eine Größe von bis zu mehreren
Millimetern Größe. Ihr Verteilungsmuster stimmt nicht mit dem der NFB oder dem neuronalen
Schaden im Alzheimer-Gehirn überein, was eine direkte, von ihnen ausgehende Neurotoxizität
anzweifeln läßt. Allerdings sind 80% der bA-haltigen Plaques von aktivierter Mikroglia
umgeben. Ihre Unlöslichkeit läßt sich u.a. durch stabilisierende Kofaktoren wie Perlekan
erklären.
bA-Mono-, Di- bzw. Oligomere können auch schon Mikroglia aktivieren und Toxizität
vermitteln, sind im Extrazellularraum frei beweglich und können aus dem Alzheimer-Gehirn
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extrahiert werden (Giulian et l., 1996). Glypikan könnte sowohl bei der direkten neuronalen
Attacke als auch bei der Mikroglia-Attacke durch bA eine Rolle als Rezeptor spielen, wie es
für PC12 Zellen in dieser Arbeit gezeigt wurde. Unterstützt wird diese Hypothese von
Arbeiten., die zeigen, daß die HS-Bindungssequenz von bA notwendig für die
Zelloberflächenbidung an Mikrogliazellen und Hirnmembranen ist (Allsop t al., 1991; Giulian
et al., 1996).
Neurotoxizität im Alzheimer-Gehirn kann durch direkten Einfluß von bA, aber auch
indirekt über toxische Phenolamine von durch bA aktivierten Mikrogliazellen (Giulian et al.,
1995) oder durch das von bA aktivierte Komplementsystem durch zustande kommen (Rogers
et al., 1992).
Durch Mikrogliaaktivierung werden Entzündungsreaktionen im Gehirn ausgelöst, die
wiederum Neuronen schädigen oder zu einer reversiblen Funktionsbeeinträchtigung des
Gehirns führen können. Eine Relevanz für die AK wird durch die Wirksamkeit von
Indomethazin bei Alzheimer-Patienten unterstrichen (Rogers et al., 1993).
Ein Synapsenverlust geht dem Untergang von gesamten Neuronen voran, und beide haben
einen Verlust von Neurotransmittern zur Folge. Auf den Ausgleich dieses Defizits fußt die
momentane Pharmakotherapie mit Azytylcholinesterasehemmern, die allerdings nur
symptomatisch ist.
Die Bildung der NFB wurde bisher in keinem Tiermodell der AK erreicht und steht auch in
keinem offensichtlichen räumlichen Zusammenhang mit der Ablagerung von bA-Plaques. NFB
sind jedoch definierend für die AK und bedeuten den Untergang für das befallene Neuron.
Erstaunlicherweise entspricht das Verteilungsmuster der NFB weitgehend dem von Glypikan,
und HS wird seit kurzem eine Rolle an der NFB Bildung zugeschrieben. Dies könnte bedeuten,
daß Glypikan neben oder gerade durch eine Rezeptorfunktion für bA auch die Bildung der
NFB vermittelt.
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6. Zusammenfassung und Ausblick
In der vorliegenden Arbeit konnte mit der PC12 Zellinie und dem MTT Viabilitätsassay
Glypikan, ein Glykosylphosphatidylinositol-verankertes Heparan Sulfat, als Rezeptor
identifiziert werden, der die toxischen Effekte von b-Amyloid vermittelt. Kompetitive
Substanzen im Medium, enzymatische Behandlung der Zelloberfläche und Block spezifischer
zellulärer Synthesewege wurden eingesetzt.
b-Amyloid wird eine zentrale Rolle in der Pathogenese der Alzheimer’schen Krankheit
zugeschrieben. Eine Intervention auf Ebene der -Amyloid-Rezeptor Interaktion könnte einen
Therapieansatz für die Alzheimer’sche Krankheit darstellen. Weitere Experimente sind
notwendig, um die Rolle von Glypikan bei der Vermittlung der b-Amyloid Toxizität im
Alzheimer-Gehirn zu untersuchen, z.B. in der Primärkultur von Neuronen und Mikroglia oder
im lebenden Hirnschnitt.
Eine ähnliche anatomische Verteilung der Glypikanexpression im Rattenhirn und der
neurofibrillären Bündel im Alzheimergehirn wurde gefunden. Eine mögliche Rolle für Glypikan
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